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1.1 EL GÉNERO Mycobacterium Y LAS MICOBACTERIAS DE 
CRECIMIENTO RÁPIDO 
Las especies que forman parte del género Mycobacterium, definido en 1986 por Lehmann y 
Neumann (1), poseen características únicas entre otros géneros bacterianos. Este hecho 
junto con la importancia clínica de las mismas, hacen que las especies de este género se 
estudien dentro de una subespecialidad específica del campo de la Microbiología, la 
Micobacteriología. Desde su descripción, que fue realizada para incluir los 
microorganismos causantes de tuberculosis, en humanos y animales, así como la lepra, 
hasta la actualidad el número de microorganismos incluidos en este género no ha dejado de 
crecer. Actualmente hay caracterizadas y descritas 169 especies y 13 subespecies dentro del 
género Mycobacterium (2), pero destaca el hecho de que desde el año 2000 se han descrito 80 
nuevas especies, y sólo durante el año 2013 se incorporaron 11 especies a este género (3-
10), siendo la última descrita en el momento de redactar esta tesis M. paragordonae, en 2014 
(11). 
Las diversas especies descritas que no pertenecían al complejo Mycobacterium tuberculosis y 
Mycobacterium leprae se denominaron como micobacterias ambientales, oportunistas o 
atípicas. En la actualidad uno de los nombres más aceptados es el de micobacterias no 
tuberculosas (12-13). En general, las MNT tienen un poder patógeno inferior a M. 
tuberculosis, variable según la especie, sin que exista evidencia científica alguna de 
transmisión interhumana, salvo casos excepcionales (14-15). Por otra parte, al tratarse de 
especies ambientales, su aislamiento no siempre tiene significado clínico ya que pueden 
colonizar cualquier área no estéril del ser humano (16-17). Otro aspecto importante a tener 
en cuenta a la hora de manejar las infecciones causadas por MNT es el hecho de que suelen 
mostrar resistencia a los fármacos antituberculosos convencionales aunque algunas 
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especies, como las de crecimiento rápido, son sensibles a diversos antimicrobianos 
“convencionales” (18-19). 
El amplio número de especies incluidas en este grupo y las diferencias existentes entre ellas 
llevaron a establecer distintas clasificaciones de las mismas con el objeto de facilitar su 
estudio. De estas la más ampliamente seguida hasta hace unos años fue la “Clasificación de 
Ruyon” (20), que divide a las MNT en base a su capacidad de producir pigmentos en 
presencia o ausencia de luz así como la velocidad de crecimiento in vitro en medios de 
cultivo. Según este esquema, las MNT se distribuían en cuatro grupos de la siguiente 
manera, el grupo 1 incluye micobacterias fotocromógenas de crecimiento lento, el grupo 2 
micobacterias escotocromógenas de crecimiento lento y el grupo 3 micobacterias no 
cromógenas de crecimiento lento. Por último en el grupo 4, objeto de este estudio,  se 
incluyen las micobacterias de crecimiento rápido, es decir, aquellas que tardan en crecer 
menos de 7 días en medios de cultivo. Sin embargo, hoy en día esta clasificación está 
obsoleta, y se prefiere dividir a las micobacterias en dos grandes grupos, crecedores lentos y 
crecedores rápidos, que presentan diferencias genéticas en base a la presencia de uno o dos 
operones ribosómicos, respectivamente.  
Las MCR pueden sobrevivir en ausencia de nutrientes y en un amplio margen de 
temperaturas; son capaces de formar biopelículas y son relativamente resistentes a los 
desinfectantes clorados y al glutaraldehído (21-25). La mayoría de especies incluidas dentro 
de este grupo son consideradas micobacterias ambientales no patógenas y sólo un pequeño 
número de especies han demostrado causar infecciones humanas con cierta frecuencia (21, 
26). 
De todas las especies de MCR recogidas en la literatura, 25 están asociadas al desarrollo de 
patología infecciosa en humanos (27). Los patógenos más habituales, según recoge la 
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literatura, son M. abscessus, M. chelonae y M. fortuitum, mientras que el resto se aíslan con 
menor frecuencia como agentes causantes de enfermedad (28). Sin embargo, todas las 
MCR son fundamentalmente bacterias ambientales (29-30), como demuestran los múltiples 
aislamientos a partir de instalaciones de agua y cañerías (31), siendo de especial relevancia, 
debido a sus implicaciones clínicas, el hecho de que han sido aisladas a partir de soluciones 
desinfectantes (32-33). Este carácter ambiental de las MCR implica la necesidad de 
determinar si cada aislamiento es potencialmente significativo o, por el contrario, se trata de 
un hallazgo casual que puede interpretarse como colonización o contaminación. 
Actualmente esta decisión se toma en base a criterios internacionalmente aceptados 
establecidos por la Sociedad Torácica Americana junto con la Sociedad de Enfermedades 
Infecciosas Americana (13, 34). 
 
1.2 CARACTERIZACIÓN MICROBIOLÓGICA  
       
Cuando se trata el tema de la identificación de  las especies del género Mycobacterium se 
puede abordar con diferentes metodologías (35), pero siempre teniendo en cuenta que es 
importante hacer una identificación a nivel de especie, dada la variabilidad en cuanto a 
significado clínico que existe entre las mismas (36). Durante muchos años,  la identificación 
de estos microorganismos se llevó a cabo mediante métodos fenotípicos, es decir, de 
acuerdo a las características de las colonias y su comportamiento bioquímico. Se valoraba la 
velocidad y temperatura de crecimiento, morfología de la colonia, producción de pigmento 
y, por otro lado, se realizaban pruebas de caracterización tales como la reducción de nitrato, 
la producción de arilsulfatasa y ureasa, la hidrólisis de Tween 80, el crecimiento en 
presencia de ClNa al 5% y en agar de MacConkey sin cristal violeta, la reducción del citrato 
férrico amoniacal y la utilización de manitol, inositol y sorbitol (37). Con el tiempo surgió la 
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necesidad, por un lado, de diferenciar entre un mayor número de especies, y por otro, de 
realizar un diagnóstico más precoz. Ambos hechos promovieron el desarrollo de nuevas 
técnicas más sensibles y específicas que superaron al método tradicional. Sin embargo, a 
pesar de estas nuevas técnicas, el cultivo y la valoración de las características fenotípicas 
siguen siendo de importancia en la rutina diagnóstica de laboratorio de Micobacteriología 
Clínica. 
Las técnicas cromatográficas, cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) y 
cromatografía de gas-líquido (GLC), permiten identificar la mayoría de especies de MCR 
con interés clínico. Son técnicas rápidas, reproducibles y específicas pero la infraestructura 
requerida para llevarlas a cabo hace que sean técnicas difícilmente asequibles para la 
mayoría de los laboratorios convencionales (38).  La identificación genotípica es la mejor 
alternativa a la hora de identificar una amplia gama de especies de MCR. Las técnicas de 
biología molecular, tanto comerciales como de desarrollo propio, se basan en el 
reconocimiento de genes específicos o bien determinadas secuencias de ADN. Esto 
aumenta en gran medida la sensibilidad y además permite identificar microorganismos 
imposibles de caracterizar por métodos convencionales. Otra gran ventaja es que permite la 
identificación con independencia de la viabilidad del microorganismo, ya que la 
información genética microbiana no depende de ello. Mediante la reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR) se lleva a cabo la amplificación con posterior hibridación, restricción o 
secuenciación de los productos amplificados de diversas dianas genómicas. Las zonas 
mejor estudiadas son el gen hsp65, que codifica la proteína micobacteriana de 65KDa (heat 
sock), las regiones genómicas de la subunidad 16S, un gen bien conservado pero con zonas 
variables de secuencias de nucleótidos específicas de género y especie, y la región 
intergénica 16S-23S del ARN ribosómico (26, 35, 39-43). En resumen, cabe destacar que 
las herramientas moleculares, tales como análisis de la secuencias del 16S rRNA, rpoB y 
hsp65 o la PCR de análisis de de enzimas de restricción , y la secuenciación de secuencias 
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alternativas del gen de la superóxido dismutasa (SOD) de genes, dnaJ, secuencias 
intergénicas del 16S-23S rRNA (ITS), Seca, recA1, dnaK, y el gen de la proteína 32-kDa 
han demostrado resultados prometedores en la detección de especies de MCR (44-45). La 
PCR de análisis de enzimas de restricción (PRA) funciona mejor que los métodos 
convencionales en la identificación de las especies que están estrechamente relacionadas. 
Además recientemente se han introducido otras técnicas como una técnica de ionización 
suave utilizada en espectrometría de masas denominada MALDI-TOF 
(desorción/ionización láser asistida por matriz-tiempo de vuelo), la pirosecuenciación, la 
tecnología de chip de ADN, y las sondas Beacon combinadas con sondas de PCR han 
demostrado resultados comparables en la detección de diversas especies de RGM (46-49)  
 
1.3 EPIDEMIOLOGÍA 
 
El hábitat de las MCR es bastante amplio, habiéndose aislado de suelo y agua, incluyendo 
los sistemas de abastecimiento (50-53). Existe un amplio abanico de estudios que recogen 
la presencia de las MCR en estos sistemas, incluyendo muestras relacionadas 
específicamente con el medio hospitalario, tales como soluciones desinfectantes (54-55). 
Por lo tanto, este podría ser el origen fundamental de las cepas aisladas en humanos (56).  
El estudio epidemiológico molecular de las enfermedades infecciosas tiene por objeto 
determinar la relación clonal que existe entre varios aislados de una misma especie. Las 
técnicas de tipificación basadas en la amplificación de ácidos nucléicos mediante PCR se 
fundamentan en un mismo principio: la amplificación de genes o secuencias de ADN 
polimórficas y la separación electroforética de los productos de amplificación (57-58). La 
información obtenida gracias a los extraordinarios avances de las técnicas de biología 
molecular permite en el caso de brotes epidémicos, por un lado, determinar el número de 
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clones circulantes, identificar la fuente de contaminación o reservorio así como los 
vehículos de transmisión y por otro, evaluar la eficacia de las medidas de control dirigidas a 
evitar la diseminación (59). 
Estos avances tecnológicos, con el uso de técnicas como PFGE o RAPD-PCR, han 
permitido la caracterización molecular de brotes epidémicos de infecciones causadas por 
estos microorganismos (60-62), permitiendo detectar, en algunos casos, la fuente ambiental 
de la infección, e incluso detectar pseudoepidemias debidas a la contaminación de medios 
de cultivo (62-63). Algunos de estos estudios han determinado  que, en ausencia de un foco 
externo, las cepas de distintos pacientes no tienen relación, por lo que la trasmisión entre 
seres humanos podría ser excluida como causa de enfermedad  (64-65). A pesar de lo cual, 
recientemente, nuevos estudios llevados a cabo en pacientes con fibrosis quística sugieren 
la potencial existencia de transmisión interhumana en algunos casos, posiblemente de 
forma indirecta (14). 
Sin embargo, debido a que las infecciones causadas por MCR no son de declaración 
obligatoria, su creciente importancia en los últimos años y de su potencial patógeno, no se 
conoce la incidencia real de estas enfermedades (66). El significado clínico de los 
aislamientos depende en gran medida de su localización anatómica y del número de 
muestras en las que se obtienen. Teniendo en cuenta estas premisas, y según las revisiones 
de casos clínicos recogidas en la literatura, hasta un tercio de los aislamientos se podrían 
considerar clínicamente significativos (64). Las infecciones por MCR presentan distribución 
mundial, si bien la mayor parte de los casos publicados pertenecen a países europeos y 
Estados Unidos (67). Otro dato que habría que tenerse en cuenta es el hecho de que la 
distribución de las especies parece seguir patrones regionales diferentes (28, 33, 68-69). 
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1.4 INFECCIONES PRODUCIDAS POR MICOBACTERIAS DE 
CRECIMIENTO RÁPIDO  
Desde el punto de vista clínico, las micobacterias implicadas en infecciones se clasifican en 
2 grupos: patógenas estrictas, que originan infecciones graves, a veces de curso mortal, con 
elevada transmisión por el aire y riesgo variable para la comunidad, y patógenas 
oportunistas, con riesgo individual moderado y de gravedad variable para la comunidad. 
Las MCR se encuentran en este último grupo, que a su vez se divide en mayores o menores 
según la incidencia de enfermedad en humanos. Por último habría un tercer grupo, las  
micobacterias atípicas saprófitas, que incluye aquellas micobacterias que nunca o 
excepcionalmente han sido descritas como causa de infección (37). 
Dentro del amplio grupo que forman las MCR en relación con su patogenicidad cabe 
destacar como especies oportunistas mayores M. abscessus, M. chelonae y M. fortuitum , siendo 
responsables de aproximadamente el 90% de las infecciones producidas por MCR (21, 70). 
Aunque los cuadros clínicos que pueden causar estos microorganismos pueden ser muy 
variados (71-72), la infección pulmonar es la manifestación más común, en especial en 
pacientes con patología pulmonar estructural previa (73).  
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Tabla 1. Criterios ATS/IDSA para el diagnóstico de enfermedad pulmonar por MNT (13). 
CONSEJOS  
1. Consultar al especialista cuando se aíslen MNT en localizaciones infrecuantes o que 
normalmente representen contaminación ambiental.  
2. Los pacientes con sospecha de infección pulmonar por MNT deben ser 
monitorizados hasta que se establezca o excluya dicho diagnóstico.  
3. El diagnóstico de infección pulmonar por MNT no necesita la instauración per se de 
una terapia ya que es una decisión basada en los riesgos potenciales o beneficios que 
esta conlleva para un paciente.  
 
M. abscessus es una especie presente en diferentes hábitats acuáticos así como en el suelo. 
Esta ubicuidad, unida a su capacidad de sobrevivir en ausencia de nutrientes y en un amplio 
rango de temperaturas, hace que aparezca en ocasiones como contaminante de suministros 
CRITERIOS MICROBIOLÓGICOS  
1. Cultivos positivos de al menos 2 muestras de esputo obtenidas por expectoración.  
2. Cultivo positivo de al menos un lavado bronquial.  
3. Biopsia transbronquial o pulmonar con  características histopatológicas 
micobacterianas (inflamación granulomatosa o tinción ácido-alcohol resistente positiva) 
y 1 o más muestras de esputo o lavado bronquial con cultivos positivos para MNT.  
CRITERIOS CLÍNICOS (ambos requeridos)  
1.  Síntomas pulmonares, nódulos o cavidades en la radiografía torácica, o 
bronquiectasias multifocales con múltiples nódulos pequeños en tomografía 
computarizada de alta resolución.  
2. Exclusión apropiada de otros diagnósticos. 
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de agua, reactivos, y soluciones de lavado de los hospitales (74). A menudo causa 
infecciones pulmonares crónicas e infecciones de heridas quirúrgicas, así como infecciones 
relacionadas con mesoterapia, catéteres, dispositivos de hemodiálisis y cirugía láser, 
endocarditis, otitis media crónica e infección diseminada en pacientes inmunodeprimidos 
(75-82). Actualmente es un patógeno emergente en pacientes con fibrosis quística (83-84). 
 
 
Figura 1. Progresión en el tiempo de una infección pulmonar causada por  
M. abscessus (aislamiento incluido en este estudio). 
 
 
M. chelonae es una de las especies más frecuentemente aisladas a partir de muestras de 
pacientes inmunocomprometidos y suele presentar una mayor resistencia a antibióticos. A 
pesar de que la infección cutánea es el cuadro clínico más habitual, que en determinados 
estados de inmunosupresión puede llevar a una infección diseminada, es responsable 
también de infecciones traumáticas localizadas (celulitis, abscesos y osteomielitis) y, en 
menor proporción, infecciones relacionadas con heridas quirúrgicas y catéteres 
intravasculares (77, 85-88). 
M. fortuitum se ha descrito como responsable de  infecciones de heridas, abscesos 
producidos por inyección, infecciones tras cirugía plástica, osteomielitis traumática, celulitis, 
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mastitis, peritonitis e infecciones relacionadas con catéteres intravenosos. Las infecciones 
pulmonares y diseminadas son poco frecuentes (78, 89-93). 
 
               
Figura 2. Foliculitis causada por MCR 
 
1.5  POLICLONALIDAD 
 
La policlonalidad se define como la aparición de diferentes genotipos de una misma especie 
bacteriana (94). Los estudios de laboratorio y los modelos matemáticos sugieren que bajo 
condiciones de estrés, como puede ser la presencia de antibióticos, se favorece la aparición 
de cepas mutantes (95).  
Las técnicas más ampliamente utilizadas a la hora de determinar diferencias genotípicas 
entre cepas de una misma especie, establecer el origen de los brotes y agrupar los casos en 
clusters, así como para determinar la posible contaminación de muestras y descartar la 
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micobacteria como responsable de la patología, son la electroforesis en campo pulsado 
(PFGE) y la amplificación aleatoria de ADN polimórfico (RAPD) (96-99).  
La técnica RAPD es una técnica molecular en la que se utilizan uno o varios cebadores con 
secuencias de nucleótidos aleatorias y de corta longitud (8-12 nucleótidos) que hibridan con 
regiones inespecíficas del genoma en condiciones de baja astringencia (temperatura de 
anillamiento a 36-45º y > 2 mM MgCl2), lo que da como producto un ADN heterogéneo 
pero específico de cada cepa que puede utilizarse como marcador molecular (100). No 
requiere conocimiento previo de las secuencias diana de ADN y el genoma completo del 
microorganismo sirve como diana para la comparación entre cepas (101). Este método se 
puede usar para determinar la heterogeneidad basándose en la diversidad de secuencias de 
ADN y teniendo en cuenta sus limitaciones (98). Los problemas de reproductibilidad se 
pueden intentar solventar mediante el análisis de todas las cepas dentro de un mismo gel y 
realizando todos los experimentos simultáneamente y bajo condiciones rigurosamente 
estandarizadas. Por otro lado el poder de discriminación de la técnica depende tanto de los 
cebadores empleados como del número de cebadores empleados (102). 
La literatura plantea la hipótesis de que los diferentes genotipos de las micobacterias se 
corresponderían con sus fenotipos patógenos, y se podría establecer una relación con la 
progresión de la enfermedad. Es decir, la determinación de los genotipos podría aportar 
una información valiosa sobre el fenotipo de la enfermedad y su progresión (103).  
La presencia de cepas mutantes, puede considerarse como un marcador de riesgo, que 
habrá que tener en cuenta a la hora de establecer la terapia antimicrobiana (104). 
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1.6 SENSIBILIDAD IN VITRO Y TRATAMIENTO 
ANTIMICROBIANO 
A la hora de realizar estudios de sensibilidad antimicrobiana de las MCR, con propósitos 
clínicos, se han valorado todas las técnicas existentes incluyendo la técnica de sensibilidad 
disco-placa, microdilución en caldo y E-test. Ninguno de estos métodos estuvo bien 
protocolizado hasta que se publicaron las primeras directrices estandarizadas aprobadas por 
el CLSI en 2003 (105). Este documento señala como método de referencia la microdilución 
en caldo y establece puntos de corte para 9 antimicrobianos (amikacina, cefoxitina, 
claritromicina, doxiciclina, linezolid, imipenem, sulfametoxazol y tobramicina). 
Posteriormente, el CLSI, estableció además puntos de corte para moxifloxacino, 
minociclina y cotrimoxazol. La microdilución en caldo por lo tanto se considera el gold 
standard para determinar la sensibilidad de las MCR (106-107), mientras que el resto de 
métodos tienen problemas de reproductibilidad (108). Así, el uso del E-test no permite 
conocer la concentración mínima inhibitoria (CMI) exacta para la mayoría de antibióticos 
(109) y la técnica del disco-placa no es recomendable para estos microorganismos (110). Sin 
embargo, muchas infecciones causadas por estos microorganismos aún no tienen 
establecidas pautas de tratamiento consenso ni protocolos para el estudio de sensibilidad 
claramente protocolizados. 
Por otro lado, está demostrada la presencia de mecanismos de resistencia a antimicrobianos 
en varias especies de MCR (111-112), y debe tenerse en cuenta que la adquisición de genes 
de resistencia no siempre se detecta con facilidad al realizar el antibiograma. Dentro de 
estos mecanismos destacan algunos como la producción de metilasas inducibles y  la 
presencia de bombas de eflujo que propician la aparición de resistencia fenotípica a 
macrólidos y quinolonas respectivamente (113-117). Este hecho es de gran relevancia 
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clínica, siendo la producción de metilasas el mecanismo de resistencia descrito con mayor 
repercusión (118-121). Centrándonos en la resistencia a macrólidos, los genes erm 
(erythromycin ribosome methylation), de los cuales hay 5 clases descritas, codifican para unas 
enzimas denominadas metilasas. Estas metilasas son enzimas inducibles cuya actividad 
consiste en la metilación de los ARN ribosomales 23S, lo que dificulta la unión de los 
macrólidos a los ribosomas, no pudiendo por ello ejercer su acción (118, 120, 122-123). El 
hecho de que sean enzimas inducibles implica que su efecto sobre el fenotipo de resistencia 
antimicrobiana podría no detectarse en las pruebas de sensibilidad estándar (120). El CLSI, 
considera la posibilidad de detectar la presencia de estos genes una vez realizado el método 
de sensibilidad por microdilución en caldo realizando una primera lectura de la CMI al 
tercer día y posteriormente repetir dicha lectura trascurridos 14 días, a menos que el 
aislamiento sea resistente en la primera lectura (13, 105, 124). Como alternativa, se 
proponen los métodos moleculares de detección del gen (125).  
Una vez establecido el papel actual de las MCR como agentes causantes de infecciones, el 
tratamiento debe guiarse en función de la especie aislada, la sintomatología, la experiencia 
clínica y el resultado del estudio de sensibilidad in vitro. En este sentido, hay que destacar el 
hecho de que estas bacterias son resistentes a los fármacos utilizados habitualmente en el 
tratamiento de la tuberculosis, por lo que se requiere el empleo de otros antibióticos, 
usados con frecuencia para tratar infecciones causadas por otros microorganismos (126). 
En este sentido, los estudios in vitro realizados han demostrado la relativa estabilidad de los 
siguientes patrones de sensibilidad: M. abscessus, considerada una de las especies más 
resistentes (84), suele ser sensible a macrólidos, amikacina y cefoxitina y resistente a 
quinolonas (76, 127); M. chelonae, con patrón de sensibilidad muy similar al de M. abscessus, 
es sensible a amikacina y macrólidos y resistente a quinolonas y cefoxitina (128-129), y M. 
fortuitum es sensible a quinolonas pero resistente a macrólidos (18, 125). A pesar de la 
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estabilidad de estos patrones, la existencia de una gran variabilidad entre cepas hace 
necesaria la realización de estudios de sensibilidad a aquellos aislamientos considerados 
como relevantes con el fin de seleccionar la mejor antibioterapia (17). 
El tratamiento quirúrgico puede plantearse, en ocasiones, en aquellas infecciones 
claramente localizadas, con diversos objetivos. La capacidad de estos microorganismos para 
producir biopelículas hace necesario, en el caso de pacientes portadores de implantes 
(catéteres, prótesis, mallas y otros), la retirada de dicho biomaterial con el objetivo de 
eliminar la biopelícula formada por la MCR en el mismo y lograr la curación (130-131). Si la 
retirada del material no es posible la infección podría volverse intratable a pesar de la 
sensibilidad in vitro de los fármacos utilizados (132-134). Otros objetivos de la cirugía 
pueden ser la disminución de la carga bacilar o, incluso, la curación en infecciones muy 
localizadas y de fácil acceso. 
 
1.7 CAPACIDAD DE PENETRACIÓN INTRACELULAR 
 
Es ampliamente conocida la capacidad que presentan los microorganismos del género 
Mycobacterium de invadir células fagocíticas, tales como los macrófagos, especialmente en el 
caso de M. tuberculosis (135). En este sentido, encontramos en la literatura multitud de 
ensayos realizados tanto en modelos in vitro como en modelos animales (136-139). Por otro 
lado, la capacidad de penetrar y sobrevivir en células no fagocíticas podría reflejar una 
actividad invasiva mayor, lo que derivaría en una mayor virulencia de la cepa (140-141). 
Siguiendo esta línea, la evaluación de la morfología de las microcolonias en cultivos 
celulares puede ayudar a predecir el potencial patogénico de distintas especies (142-144). 
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Figura 3. Detalle al microscopio con objetivo de X100 de numerosas micobacterias ubicadas 
intracitoplásmicamente. 
Los primeros ensayos in vitro sobre el tema, sugerían que las cepas que eran capaces de 
invadir los fibroblastos presentaban una morfología de microcolonia alargada y que además 
se relacionaba con una apariencia de colonia rugosa en el medio de cultivo convencional 
(142). Sin embargo, estudios posteriores no consiguieron demostrar relación alguna entre 
estos aspectos fenotípicos entre sí, ni su relación con el significado clínico (144). 
Actualmente aún están por dilucidar los diferentes determinantes de patogenicidad de las 
especies englobadas dentro de las MCR así como la relación de los mismos con la 
capacidad de producir infección. 
 
 1.8 BIOPELÍCULAS 
 
La complejidad de la pared celular de las especies del género Mycobacterium  ejerce un papel 
importante sobre los factores de patogenicidad de estos microorganismos (145). Entre 
estos factores destacan la capacidad de desarrollar biopelículas, la capacidad de invasión 
celular así como de sobrevivir en el interior de las células del huésped y su actividad 
hemolítica(146-147).  
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Se sabe que las bacterias crecen en la naturaleza formando biopelículas. J. W. Costerton las 
definió como comunidades de microorganismos, en muchas ocasiones mixtas, que crecen 
embebidas en una matriz extracelular, sintetizada por la propia comunidad, y adheridas a 
una superficie inerte, tejido vivo o interfase (148). Se considera, que bajo las condiciones 
ambientales adecuadas, cualquier microorganismo es capaz de adherirse y posteriormente 
desarrollar una biopelícula (149-150). Las biopelículas o biofilms se consideran un 
importante factor patogénico, convirtiéndose en una fuente de infección persistente y 
crónica en muchas enfermedades, especialmente aquellas relacionadas con biomateriales 
(151-153). Estas estructuras poseen su propio sistema de regulación intrínseca denominado 
quorum sensing (154-155). El funcionamiento básico de este mecanismo depende de la 
acumulación en el medio ambiente de esta molécula señal o inductor como consecuencia 
de un aumento de la densidad de células presentes (156). En ese momento la molécula 
interactuaría con receptores en la bacteria que darían lugar a la activación y desactivación de 
genes. 
 
Figura 4. Proceso de formación de una biopelícula. 
1 y 2. Adhesión de células en estado planctónico al sustrato y posterior agregación celular en 
microcolonias; 3 y 4. Crecimiento y maduración de la biopelícula; 5. Propagación de la biopelícula a 
través del desprendimiento de pequeños o grandes grupos de células. Center for Biofilm Engineering, 
Montana State University. 
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Se han propuesto cinco etapas en el proceso de formación de la biopelícula, comienza con 
la fijación de las células planctónicas a la superficie mediante fuerzas débiles, hidrofobicidad 
o fuerzas de Van der Waals. Tras esto se produce una fuerte adhesión mediante la 
formación de enlaces covalentes. La tercera y cuarta etapa constituyen una fase de 
multiplicación y agregación celular, mediante la secreción de exopolímeros que recubren a 
modo de matriz extracelular, seguida de la maduración de la biopelícula, en la que los 
microorganismos comienzan a diferenciarse metabólicamente. Por último, en la etapa final, 
las células que conforman la biopelícula se desprenden y retoman la vida planctónica 
transitoriamente hasta establecerse en otro punto y comenzar de nuevo el proceso (151, 
157-158). 
El hecho de que la biopelícula se considere un mecanismo de patogenicidad se debe 
mayoritariamente a las ventajas, respecto a las bacterias en su estado planctónico, que 
proporciona esta estructura (159). Una de las más notables es el incremento de la 
resistencia frente al sistema inmune, así como frente a los agentes antimicrobianos. Dentro 
de los mecanismos implicados cabe destacar la impermeabilidad frente a diversas sustancias 
(incluidos antibióticos) debido a la presencia de la matriz extracelular (160), la existencia de 
microorganismos en estado metabólico latente, frente a las cuales numerosos 
antimicrobianos son ineficaces (160-161), y la activación de genes de resistencia, inactivos 
en el estado planctónico, como es el caso de las bombas de eflujo (162-163) y, 
posiblemente lo más frecuente, la asociación de los mecanismos anteriores. Por otro lado, 
las bacterias que forman parte de una biopelícula también tienen mayor facilidad para 
escapar al sistema inmunitario, lo que dificulta su eliminación (164). 
La capacidad de formar biopelículas por parte de las MCR está totalmente establecida (165-
167). Estudios recientes sugieren que, como cabía esperar, esta capacidad está relacionada 
con la patogenicidad y la resistencia antimicrobiana de estos microorganismos (18, 168-
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170), por lo que su conocimiento cada vez es más relevante de cara a establecer una 
estrategia óptima de tratamiento de los pacientes con enfermedad causada por MCR. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
2. OBJETIVOS 
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OBJETIVO GENERAL 
Conocer la policlonalidad de las micobacterias en un mismo aislamiento mediante el 
estudio genotípico de los mismos, así como establecer su posible implicación clínica y su 
influencia sobre distintos factores de patogenicidad. 
 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
1. Estudiar la presencia de policlonalidad en aislamientos clínicos de MCR. 
2. Estudiar la correlación entre la presencia de policlonalidad, la especie y el 
significado clínico del aislamiento. 
3. Descripción de las características fenotípicas de los clones aislados: morfología de la 
colonia, velocidad de crecimiento, y su posible relación con la policlonalidad. 
4. Estudio de la sensibilidad in vitro de los diferentes clones de cada aislamiento a los 
antimicrobianos más frecuentemente usados para el tratamiento de las infecciones 
causadas por estos microorganismos mediante la técnica de referencia 
microdilución en caldo. 
5. Evaluación de la capacidad invasiva de los distintos clones de las micobacterias 
aisladas mediante el estudio de la morfología de las microcolonias en cultivo de 
monocapa de fibroblastos humanos. 
6. Evaluación de la capacidad de desarrollar biopelículas por parte de los diferentes 
clones. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
3. MATERIAL Y MÉTODOS 
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3.1 MICOBACTERIAS EMPLEADAS EN EL ESTUDIO 
 
Recolección de cepas clínicas 
La experimentación se realizó con aislamientos clínicos, tanto de origen respiratorio como 
extrarespiratorio, procedentes de pacientes estudiados en la Fundación Jiménez Díaz. 
Además se añadieron cepas de aislamientos clínicos procedentes de pacientes estudiados en 
otros hospitales que fueron enviadas al laboratorio de Micobacteriología de la Fundación 
Jiménez Díaz como parte de un estudio multicéntrico. Dichos hospitales fueron: Hospital 
Vall d’Hebron (Barcelona),  Hospital Clínico Universitario Lozano Blesa (Zaragoza), 
Hospital Universitario de la Princesa (Madrid) y  Hospital Universitario Virgen Macarena 
(Sevilla). El número total de muestras incluidas en el estudio, fue de 34 (Tabla 3). 
Las muestras clínicas se procesaron de acuerdo a los protocolos internacionalmente 
aceptados para el cultivo de micobacterias (100).   
 
Identificación 
La identificación a nivel de especie se llevó a cabo utilizando el kit comercial GenoType® 
Mycobacterium AS (Hain Lifescience GmbH, Alemania). El procedimiento completo 
incluye tres pasos: el aislamiento de ADN procedente de un cultivo, una amplificación 
múltiplex con cebadores marcados con biotina, y por último, una hibridación reversa que 
consiste en la desnaturalización química del producto a amplificar, la hibridación de  
amplicones en una sola cadena, marcados con biotina, a sondas unidas a una membrana, 
lavado astringente y adición de un conjugado de fosfatasa alcalina/streptavidina (AP), y una 
reacción de tinción mediada por AP. Finalmente se lleva a cabo una interpretación sencilla 
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y rápida del esquema de bandas obtenido de acuerdo con un patrón suministrado por el 
fabricante. 
 
Figura 5. GenoType® Mycobacterium CM/AS. 
Fueron estudiados 34 aislamientos clínicos. 
Tabla 2. Relación de cepas incluidas en el estudio. 
CEPA  ESPECIE  ORIGEN  CEPA  ESPECIE  ORIGEN  
FJD-1  M.abscessus  Respiratorio  HVH-1  M.abscessus  Respiratorio  
FJD-2  M.abscessus  Respiratorio  HVH-2  M.abscessus  Respiratorio  
FJD-3  M.abscessus  Biopsia ganglio  HVH-3  M.abscessus  Respiratorio  
FJD-4  M.abscessus  Respiratorio  HVH-4  M.abscessus  Respiratorio  
FJD-5  M.abscessus  Respiratorio  HVH-5  M.abscessus  Respiratorio  
FJD-6  M.abscessus  Respiratorio  HVH-6  M.abscessus  Respiratorio  
FJD-7  M.abscessus  Respiratorio  HVH-7  M.abscessus  Respiratorio  
FJD-8  M.abscessus  Respiratorio  HVH-8  M.abscessus  Respiratorio  
FJD-9  M.chelonae  Absceso conjuntival  HVH-9  M.abscessus  Respiratorio  
FJD-10  M.fortuitum  Exudado piel  HCZ-1  M.chelonae  Biopsia piel  
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FJD-11  M.fortuitum  Respiratorio  HCZ-2  M.fortuitum  Respiratorio  
FJD-12  M.fortuitum  Respiratorio  HCZ-3  M.fortuitum  Respiratorio  
FJD-13  M.fortuitum  Respiratorio  HCZ-4  M.fortuitum  Respiratorio  
FJD-14  M.fortuitum  Respiratorio  HCZ-5  M.fortuitum  Respiratorio  
FJD-15  M.fortuitum  Respiratorio  HCZ-6  M.fortuitum  Respiratorio  
FJD-16  M.mucogenicum  Respiratorio  HULP-1  M. abscessus  Respiratorio   
FJD-17  M.mucogenicum  Respiratorio  HUVM-1  M. abscessus  Líquido articular   
 
FJD: cepas procedentes de la Fundación Jiménez Díaz. 
HVH: cepas procedentes del Hospital Vall d’Hebron. 
HCZ: cepas procedentes del Hospital Clínico Universitario Lozano Blesa. 
HULP: cepas procedentes del Hospital Universitario de la Princesa. 
HUVM: cepas procedentes del Hospital Universitario Virgen Macarena. 
 
Definiciones 
En este apartado se establecen las definiciones de varios conceptos que se utilizarán a lo 
largo de este estudio basándose en las definiciones dadas en el tratado “Molecular 
Epidemiology of Infectious Diseases” (171). 
Aislamiento: población de células microbianas aisladas en cultivo puro e identificadas a 
nivel de especie. 
Cepa: aislamiento o grupo de aislamientos que muestran características fenotípicas y/o 
genotípicas que les hacen pertenecer al mismo linaje, y distintas de otros aislamientos de la 
misma especie. 
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Clon: aislamiento o grupo de aislamiento que descienden de una cepa precursora común 
por reproducción no sexual y que presentan rasgos fenotípicos o genotípicos caracterizados 
por un método de caracterización y que pertenecen al mismo grupo. 
 
Reaislamiento y subcultivo de los clones 
Una vez identificado el aislamiento como alguna de las especies pertenecientes al grupo de 
MCR,  se seleccionaron de forma aleatoria 20 colonias del cultivo original y se 
subcultivaron en placas de Middlebrook 7H10 (BD, Estados Unidos). Una vez crecidas, las 
colonias de cada aislamiento se mantuvieron congeladas a  -20°C en viales de leche 
desnatada estéril (Oxoid, Reino Unido) hasta que se realizaron los diferentes estudios, y un 
segundo vial se conservó a -80°C. Antes de cada estudio, se obtuvieron cultivos axénicos 
de cada bacteria. 
 
3.2 SIGNIFICADO DE LOS AISLAMIENTOS CLÍNICOS 
 
A la hora de establecer el significado clínico de cada aislamiento se tuvieron en cuenta 
diversos criterios aceptados internacionalmente. Así pues en el documento oficial 
publicado por la Sociedad Torácica Americana, se establecen los criterios clínicos y 
microbiológicos para el diagnóstico de enfermedad pulmonar causada por MNT (13). 
Además todas las historias clínicas fueron revisadas para valorar el carácter significativo de 
cada aislamiento (13), para lo cual se siguieron los siguientes criterios: 
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1. Interpretación del aislamiento por parte del clínico que estudió cada paciente, 
incluyendo el establecimiento de tratamiento específico para el síndrome 
causado por la infección micobacteriana. 
2. Aislamiento de la micobacteria en muestras repetidas del mismo paciente 
obtenidas en días distintos. 
3. Evolución clínica del enfermo en función del tratamiento pautado. 
4. Cuadro histopatológico compatible con infección por micobacterias incluyendo 
la visualización de los bacilos en tinciones ácido-alcohol resistentes. 
5. Ausencia de otro patógeno que pudiera ser el agente etiológico más probable de 
la infección. 
6. Cuadro clínico compatible con los descritos en la infección por MCR.  
Estos criterios fueron seguidos en la revisión de las historias clínicas de los pacientes 
estudiados en la Fundación Jiménez Díaz, el resto de hospitales aportaron junto con el 
cultivo de la muestra clínica el dato del significado clínico de cada aislamiento siguiendo los 
mismos criterios expuestos con anterioridad. 
 
3.3 ESTUDIO GENOTÍPICO DE LOS AISLAMIENTOS 
MEDIANTE RAPD 
El estudio genotípico mediante la técnica de amplificación aleatoria de ADN polimórfico 
(RAPD) se realizó a todas las colonias reaisladas de la muestra original. Todas estas 
colonias se analizaron de manera que en un mismo gel y experimento coexistieran las 20 
colonias pertenecientes a la misma muestra.  
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Extracción del ADN 
Partiendo de un cultivo fresco, se inoculó un asa de cultivo de micobacteria en 500µl de 
agua estéril libre de ADN. Después se la suspensión se calentó a 95° C durante 30 minutos 
en el termobloque. A continuación, se centrifugó a 14000 r.p.m. durante 15 minutos. El 
sobrenadante con el ADN se recogió y se congeló, por duplicado, a -20° C hasta su 
estudio. 
 
Cuantificación del ADN extraído 
Mediante la utilización de un equipo de espectroscopía (Nannodrop©, Thermo Scientific), 
se determinó la concentración de ADN (ng/microl) presente en cada muestra. Una vez 
conocidas las concentraciones se ajustaron a 500 µl. El ADN extraído, y diluido se 
conservó a -20° C. 
 
Reacción en cadena de la polimerasa 
La PCR se realizó utilizando el protocolo descrito por Zhang et al. (172), y tres de los 
cebadores descritos en él. Los cebadores utilizados y sus secuencias fueron: 
CEBADORES SECUENCIA 
INS-2 5´- GCGTAGGCGTCGGTGACAAA -3´ 
IS986-FP 5´- ACGCTCAACGCCAGAGACCA -3´ 
OPA-2 5´- TGCCGAGCTG -3´ 
  
 
La mezcla de reacción se realizó para un volumen final de 25 μL en los tubos comerciales 
PureTaq® Ready-To-Go® PCR beads (GE Healthcare, Reino Unido), con una 
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concentración final de MgCl2 de 1,5 mM. Se añadieron 23 μL de mezcla de reacción y 2 μL 
de ADN por tubo.  
El protocolo de amplificación, utilizado en el termociclador PTC-100 Peltier Thermal 
Cycler (MJ Research, St Bruno, QC, Canada), fue: 40 ciclos a 94º C durante 1 minuto, 36º 
C durante 1 minuto y 72º C durante 2 minutos. 
 
Electroforesis 
Los fragmentos de ADN amplificado, producto de la de la PCR, fueron separados 
mediante electroforesis en gel de agarosa al 3% (Pronadisa, España), tampón TBE diluido a 
1:10 (BioRad, EEUU) y bromuro de etidio. A cada muestra se le añadieron 5 µl de buffer 
de carga con azul de lactofenol. La electroforesis se llevo a cabo en unas cubetas (Sub-Cell 
GT o Wide minisub cell GT, de BioRad, Estados Unidos) aproximadamente a cien voltios 
(suministrador de voltaje Power Pac Basic o Power Pac 300 de BioRad, Estados Unidos). 
El análisis se realizó en un transiluminador (EcoGen, Estados Unidos) acoplado a un 
ordenador (EcoGen, National Electronics M900X, Estados Unidos), con PhotoCapt 
software (BioGene, Estados Unidos), obteniéndose fotografías de los geles. Todas las 
muestras de el ADN extraído de las colonias que originariamente pertenecían al mismo 
aislamiento, fueron analizadas en un único gel para poder ser comparado entre si y así 
detectar la presencia o no de diferentes clones y evitar problemas de reproducibilidad. 
 
Análisis fotográfico 
Las fotografías de aquellos geles en los que se observaba una diferencia de más de dos 
bandas entre los clones, fueron analizadas mediante el programa Bioprofile BioGene 
Software (Vilber-Lourmat, Marne la Vallée, France). Se obtuvieron dendogramas, de las 20 
colonias de cada aislamiento para cada uno de los tres cebadores, con un coeficiente de 
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homología del 95% y así se determinó el número de clones existentes dentro de cada 
aislamiento. Se consideró la presencia de monoclonalidad cuando las cepas presentaban 
una diferencia de 1 o ninguna banda de intensidad moderada o alta con los 3 juegos de 
cebadores.   
 
3.4 ESTUDIO DE DIFERENTES FACTORES DE 
PATOGENICIDAD 
Los estudios de los factores de patogenicidad se llevaron a cabo con un clon de los 
aislamientos que habían demostrado ser monoclonales mediante la técnica de RAPD y con 
un clon de cada población diferenciada por la técnica de RAPD en un mismo aislamiento 
en los aislados policlonales. 
 
3.4.1. ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA MEDIANTE 
MICRODILUCIÓN EN CALDO 
La CMI de los diferentes clones fue estudiada mediante la técnica estandarizada para MCR 
de microdilución en caldo en microplacas estériles de 96 pocillos y los rangos de 
antibióticos utilizados fueron los sugeridos por el CLSI (105). Cada placa además contenía 
dos pocillos para el control de crecimiento y dos pocillos para control de esterilidad del 
medio.  
Los antibióticos testados fuero: amikacina, cefoxitina, ciprofloxacino, claritromicina, 
doxiciclina (Sigma, Alemania), y linezolid (Pfizer, Estados Unidos). 
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En el siguiente cuadro se muestran las concentraciones (µg/ml) testadas para cada 
antibiótico: 
AMIKACINA 1 2 4 8 16 32 64 128    
CEFOXITINA 2 4 8 16 32 64 128 256    
CIPROFLOXACINO 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16    
CLARITROMICINA 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 
DOXICICLINA 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32    
LINEZOLID 2 4 8 16 32 64      
 
 
Inicialmente las micobacterias se cultivaron en agar TSS (bioMérieux, Francia) y se 
incubaron a 37ºC en atmósfera con suplemento de CO2. Posteriormente se preparó el 
inóculo bacteriano directamente de las placas en caldo Müller-Hinton suplementado con 
cationes (Difco, Detroit, MI) hasta obtenerse una turbidez equivalente al 0,5 de la escala de 
McFarland. Así mismo se prepararon diluciones dobles de los antibióticos en caldo Müller-
Hinton suplementado con cationes (Difco, Detroit, MI) y se añadieron a los pocillos en los 
rangos señalados anteriormente para cada antibiótico. El volumen final de cada pocillo fue 
de 0,1 ml. Cada placa se inoculó con 10 μl/pocillo, quedando una concentración final de 
104  UFC/pocillo. Las placas se incubaron a 30°C durante un mínimo de 3 días y un 
máximo de 5 días. Transcurrido el tiempo se realizó la lectura de la CMI para cada 
antibiótico. 
 
Se realizaron controles de calidad de las placas de antibióticos, con las cepas Staphylococcus 
aureus ATCC 29213 y Mycobacterium peregrinum ATCC 700686, como sugiere el protocolo del 
CLSI. 
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Los puntos de corte (µg/ml)  descritos para las MCR son los siguientes: 
 
ANTIBIOTICO SENSIBLE INTERMEDIO RESISTENTE 
AMIKACINA ≤ 16 32 ≥ 64 
CEFOXITINA ≤ 16 32-64 ≥ 128 
CIPROFLOXACINO ≤ 1 2 ≥ 4 
CLARITROMICINA ≤ 2 4 ≥ 8 
DOXICICLINA ≤ 1 2-4 ≥ 8 
LINEZOLID ≤ 8 16 ≥ 32 
 
 
3.4.2. CARACTERÍSTICAS FENOTÍPICAS 
EVALUACIÓN DE LA VELOCIDAD DE CRECIMIENTO 
Se realizó una suspensión de cada cepa de micobacteria en PBS estéril (Sigma, Estados 
Unidos), hasta obtener una concentración equivalente a un 0,5 McFarland. Se sembraron 
10 µl de esta suspensión utilizando un asa de siembra calibrada en placas de Middlebrook 
7H10 (BD, Estados Unidos). Estas placas fueron incubadas en atmósfera normal a 30 ºC 
durante una semana. Se revisó el crecimiento de cada clon diariamente y se consideró la 
detección de colonias de 1mm de diámetro como el límite para la evaluación de la 
velocidad de crecimiento, expresado en número de días, para cada cepa.   
 
DETERMINACIÓN DEL FENOTIPO MORFOLÓGICO DE LAS COLONIAS 
Utilizando las mismas placas en las que se determinó la velocidad de crecimiento se 
observo la morfología de la colonia para su posterior descripción. Las placas de 
Middlebrook 7H10 7H10 (BD, Estados Unidos) de cada clon se observaron tanto a simple 
vista como con el objetivo 10X en el microscopio óptico.  Así se determinó el fenotipo liso 
o rugoso de cada clon tanto macroscópica como microscópicamente. 
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3.4.3. DETECCIÓN DE GENES DE LAS METILASAS erm 
 
El ADN utilizado fue el mismo que se extrajo para realizar la técnica de RAPD y que se 
encontraba congelado a -20º C. 
 
Reacción en cadena de la polimerasa 
 
Se utilizaron los cebadores consenso descritos por Nash et al (120) para la familia de genes 
erm. 
CEBADORES SECUENCIA 
CME-1Y 5´- ACGTGGTGGTGGGCAAYCTG -3´ 
CME-2 5´- AATTCGAACCACGGCCACCACT -3´ 
 
 
Una vez más la mezcla de la reacción se realizó en los tubos comerciales PureTaq® Ready-
To-Go® PCR beads (GE Healthcare, Reino Unido), de manera que la concentración final 
de MgCl2 fue de 1,5 mM y el volumen final de 25 µl, para lo cual se añadieron 2µl del 
ADN a analizar en cada tubo. 
El protocolo de la PCR (120) incluía los siguientes pasos: 94° C durante 2 minutos, seguido 
de 25 ciclos de 94° C durante 30 segundos, 60° C durante 30 segundos y 72° C durante 30 
segundos, seguido de 5 minutos a 72° C. 
 
Electroforesis 
 
La electroforesis del gel se llevo a cabo siguiendo el mismo protocolo que el descrito en el 
apartado “Estudio genotípico de la relación de cepas mediante RAPD”.  En resumen, la 
electroforesis se llevo a cabo en un gel de agarosa al 3%. Se utilizó tampón TBE y un 
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voltaje de cien voltios. El producto de amplificación se reveló en el transiluminador con 
bromuro de etido. Se utilizó como control de peso molecular un marcador de 10 bandas 
(100 bp DNA ladder, BioRad, Estados Unidos).  
El producto de amplificación del gen erm es de 175pb. Las imágenes obtenidas de todos los 
clones fueron analizadas mediante el Bioprofile BioGene Software (Vilber-Lourmat, Marne 
la Vallée, France) y se comprobó la presencia o no de la banda correspondiente al gen así 
como su equivalencia en pares de bases para poder determinar la presencia de dicho gen en 
los aislamientos. 
 
3.4.4. EVALUACIÓN DE LA CAPACIDAD INVASIVA EMPLEANDO EL 
MODELO DE MICROCOLONIAS EN FIBROBLASTOS DIPLOIDES 
HUMANOS 
Medios empleados 
 Suero: se obtuvo suero de pacientes sin enfermedad/infección tuberculosa. El 
suero fue separado, mezclado y congelado a –20°C hasta la realización de los 
experimentos. 
 Middlebrook 7H11 (BD, Estados Unidos) 
 “Iscove’s modified Dulbecco’s medium” (Sigma, Estados Unidos). 
 “Eagle’s modified Minimal Essential Medium” (Sigma, Estados Unidos).  
 
Inóculo de micobacterias 
 
Se cultivaron las cepas de micobacterias en agar Middlebrook 7H11 a 30°C durante 7 días. 
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Las bacterias fueron entonces suspendidas en medio Iscove-Suero humano (50%) mediante 
torundas. Posteriormente fueron disgregadas mediante agitación con vortex con perlas de 
vidrio estériles durante 30 segundos y posteriormente fueron preopsonizadas mediante 
incubación a 37°C durante 30 minutos. La suspensión de bacterias fue entonces sonicada a 
baja potencia (sonicador Bandelin Sonorex TK 52, Bandelin electronic, Alemania) durante 
5 minutos. Tras 15 minutos de sedimentación a temperatura ambiente, se diluyeron las 
distintas suspensiones en PBS estéril hasta obtener una suspensión de una turbidez 
equivalente al 0,5 en la escala de turbidez de McFarland.  
Se realizaron posteriormente diluciones 1:10000 a partir de la dilución original con turbidez 
0,5 McFarland en medio EMEM. 
 
Modelo de microcolonias de micobacterias en fibroblastos 
 
 
Se empleó la técnica previamente descrita de estudio de microcolonias de micobacterias en 
fibroblastos (143) con algunas modificaciones mínimas, siguiendo el protocolo establecido 
posteriormente  por Esteban et al. (144). 
Las monocapas de fibroblastos se prepararon en placas de 6 x 4 pocillos de la forma 
previamente descrita (142). Cuando las monocapas de fibroblastos se hicieron confluentes 
(a los 7 días), los pocillos fueron lavados tres veces con medio de Iscove, y se volvió a 
añadir este medio para un periodo de equilibrado de 24 horas. Tras este periodo, los 
pocillos fueron inoculados con la concentración de micobacterias 104 UFC de cada clon 
por pocillo. Las placas fueron incubadas entonces a 37°C en atmósfera de 5% CO2/95% 
aire durante 1 hora, y posteriormente fueron lavadas tres veces con medio de Iscove a 
37°C. Posteriormente, se añadió en cada pocillo una capa de 1 ml de EMEM a una 
temperatura de 50-52°C. Una vez que la capa se solidificó a temperatura ambiente, las 
placas fueron incubadas en una estufa a 37°C en atmósfera de 5% CO2/95% aire con 
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humedad. Las microcolonias fueron inspeccionadas diariamente para evaluar la morfología 
de las mismas y valorar posibles contaminaciones hasta cumplir 4 días de incubación. 
En ese momento se tomaron varias fotografías de cada clon (Digital Camera Coolpix 8400, 
Nikon, Japón), colocando la placa en un microscopio invertido (modelo Leite DM IL 
Leica, Alemania) con objetivo de 10X, en los pocillos en los que las microcolonias estaban 
suficientemente separadas unas de otras para poder efectuar posteriormente mediciones sin 
problemas. 
Los diámetros máximo y mínimo de cada colonia, siendo la unidad de medida el pixel (px), 
fueron medidos mediante el programa ImageJ Launcher software (National Institute of 
Health, Estados Unidos.). La relación entre el máximo y el mínimo diámetro fue calculada 
para cada clon.  
 
3.4.5. EVALUACIÓN DE LA CAPACIDAD DE DESARROLLAR 
BIOPELÍCULAS 
Técnica utilizada para el desarrollo de biopelículas 
 
Este experimento, basado en el protocolo descrito en el artículo de Esteban et al. (165), se 
desarrolló utilizando microplacas de 96 pocillos con fondo plano. El inóculo utilizado se 
obtuvo sembrando los diferentes clones de micobacterias en caldo Middlebrook 7H9 (BD, 
Estados Unidos) y dejándolos crecer a 30ºC durante cinco días. 
Trascurrido este tiempo, estos caldos de cultivo se centrifugaron a 3000 r.p.m. y el 
sedimento se lavó con PBS estéril (Sigma, Estados Unidos). Este procedimiento se realizó 
dos veces. A continuación, la suspensión obtenida se ajustó con PBS estéril a un 0,5 en la 
escala de turbidez de McFarland. 
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La placa de 96 pocillos se inoculó con 100 µl de las diferentes soluciones de bacterias 
ajustadas de manera que cada fila se correspondía con un clon diferente. Las placas se 
incubaron durante 30 minutos a 37ºC retirándose posteriormente el inóculo con una pipeta 
Pasteur estéril. Los pocillos se lavaron con PBS estéril añadiendo a continuación 100 µl de 
medio Middlebrook 7H9. Las placas se incubaron en un agitador orbital a 80 r.p.m, a 
temperatura ambiente durante un máximo de 12 días. Se remplazó el medio de cultivo cada  
3 días.  
Cada día, una columna de pocillos se lavó con agua destilada estéril y se tiñó con fucsina 
básica durante 15 minutos. Luego se lavó con agua destilada estéril y se decoloró con etanol 
absoluto durante 10 segundos. Los restos de etanol se eliminaron con agua y los pocillos se 
dejaron secar. 
Cada día después de la tinción, se tomaron fotografías (Digital Camera Coolpix 8400, 
Nikon, Japón)  de cada uno de los pocillos a bajo aumento (10X) en un microscopio 
invertido (modelo Leite DM IL Leica, Alemania). Se realizaron entre 3 y 4 fotografías por 
pocillo al día. Todas las imágenes fueron procesadas y analizadas con el programa ImageJ 
Launcher software (National Institute of Health, Estados Unidos). Se evaluó la superficie 
cubierta, considerándose que había llegado al tope de su crecimiento cuando la superficie 
cubierta alcanzaba el 100%. Este dato, junto con el tiempo de medición, se utilizó para 
generar la curva de crecimiento de la biopelícula formada por cada clon. 
   
3.5. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Se trata fundamentalmente de un estudio descriptivo en el que se definen diferentes 
características que posteriormente se intentan relacionar con la variable 
monoclonalidad/policlonalidad. Dicha comparación de variables se lleva a cabo 
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sistemáticamente aplicando una prueba de significación estadística utilizada en el análisis de 
tablas de contingencia: el test exacto de Fisher. Este test permite analizar si dos variables 
dicotómicas están asociadas cuando la muestra a estudiar es demasiado pequeña y no se 
cumplen las condiciones necesarias para que la aplicación del test  sea adecuada.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
4. RESULTADOS 
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4.1 SIGNIFICADO CLÍNICO DE LOS AISLAMIENTOS 
 
Se aislaron e identificaron un total de 34 aislamientos clínicos de MCR (19 M. abscessus, 2 M. 
chelonae, 11 M. fortuitum y 2 M. mucogenicum), procedentes tanto de la Fundación Jiménez 
Díaz como del resto de hospitales colaboradores. De éstos, se determinó que 23 (19 M. 
abscessus, 2 M. chelonae y 2 M. fortuitum) fueron clínicamente significativos de acuerdo con los 
criterios anteriormente expuestos. 
 
 
 
 
Figura 6. Distribución de los aislamientos según la especie. 6A: Distribución total por especies de 
los 34 aislamientos clínicos. 6B: Distribución por especies de los aislamientos clínicamente 
significativos. 
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Tabla 3. Cuadro clínico de los aislamientos significativos. 
AISLAMIENTO ESPECIE CUADRO CLÍNICO 
FJD-1 M.abscessus Infección respiratoria 
FJD-2  M.abscessus Infección respiratoria 
FJD-3  M.abscessus Infección de piel y partes blandas 
FJD-4  M.abscessus Infección respiratoria 
FJD-5  M.abscessus Infección respiratoria 
FJD-6  M.abscessus Infección respiratoria 
FJD-7  M.abscessus Infección respiratoria 
FJD-8  M.abscessus Infección respiratoria 
FJD-9  M.chelonae Conjuntivitis 
HVH-1 M.abscessus Infección respiratoria 
HVH-2 M.abscessus Infección respiratoria 
HVH-3 M.abscessus Infección respiratoria 
HVH-4 M.abscessus Infección respiratoria 
HVH-5 M.abscessus Infección respiratoria 
HVH-6 M.abscessus Infección respiratoria 
HVH-7 M.abscessus Infección respiratoria 
HVH-8 M.abscessus Infección respiratoria 
HVH-9 M.abscessus Infección respiratoria 
HCZ-1 M.chelonae Infección de piel y partes blandas 
HCZ-2 M.fortuitum Infección respiratoria 
HCZ-3 M.fortuitum Infección respiratoria 
HULP-1 M.abscessus Fibrosis quística 
HUVM-1 M.abscessus Artritis 
 
Cabe destacar el hecho de que M. abscessus y M. chelonae resultaron ser las especies más 
patógenas, ya que el 100% de los aislamientos fueron clínicamente significativos. En el caso 
de M. abcessus el 95% de los aislamientos significativos se relacionaron con infección 
respiratoria, entre los que se encuentra un caso de fibrosis quística. El único aislamiento 
significativo de M. abscessus extrarespiratorio fue el  obtenido a partir de un líquido articular 
procedente de un paciente con artritis psoriásica y tenosinovitis de muñeca de meses de 
evolución (HUVM-1). Por otro lado los aislamientos de M. chelonae se corresponden con un 
absceso conjuntival en paciente con tumor miofibroblástico del párpado inferior (FJD-9) y 
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una biopsia de nódulos con disposición esporotricoide en extremidad izquierda superior en 
paciente diabético (HCZ-1). 
En cuanto a los aislamientos de M. fortuitum resultaron ser en su mayoría no significativos a 
excepción de dos casos de infección respiratoria. Uno de ellos un paciente joven sin 
enfermedades de base que presentaba una condensación pulmonar en el lóbulo superior 
derecho (HCZ-2) y por otro lado un paciente con bronquiectasias, EPOC y cardiopatía 
isquémica crónica (HCZ-3).     
Ninguno de los aislamientos de M. mucogenicum fue considerado como clínicamente 
significativo. 
 
4.2 ESTUDIO GENOTÍPICO DE LOS CLONES DE CADA  
AISLAMIENTO MEDIANTE RAPD 
Tras llevar a cabo el estudio genotípico mediante la técnica de RAPD a todas las colonias 
reaisladas de la muestra original, así como el análisis de homología de los diferentes clones 
gracias a la obtención de dendrogramas para cada cebador y muestra, se determinó que 
siete de las treinta y cuatro muestras presentaban más de un clon. A continuación se 
muestran dos ejemplos de estudio RAPD (fotografía del gel de agarosa) junto con el 
dendrograma obtenido mediante el análisis con el software Bioprofile BioGene (Vilber-
Lourmat, Marne la Vallée, France) de dos de las muestras que resultaron policlonales 
(Figuras 6 y 7). El criterio establecido para detectar la presencia de más de un clon dentro 
de un mismo aislamiento fue la diferencia de dos o más bandas de alta densidad en al 
menos un cebador. 
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Figura 7. Estudio RAPD de la muestra FJD-12 y el dendrograma correspondiente para cada 
cebador.
Figura 8. Estudio RAPD de la muestra FJD-17 y el dendrograma correspondiente para cada 
cebador. 
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El 79,4% de las muestras del estudio resultaron ser monoclonales (los patrones de las 20 
colonias aisladas originariamente para cada muestra no presentan diferencias significativas) 
mientras que el 20,6% de las muestras presentan policlonalidad. Dentro de las cepas 
policlonales la distribución por especies fue la siguiente: 1 M. abscessus, 5 M. fortuitum y 1 M. 
mucogenicum, detectándose un total de 50 clones diferentes. La incidencia de de aparición del 
fenómeno de policlonalidad para cada especie resultó ser del 0 % para M. chelonae, 5,26% 
para M. abscessus, 45,45% para M. fortuitum y 50% para M. mucogenicum.  
 
 
Figura 9. Distribución de aislamientos monoclonales y policlonales según la especie. 
 
Como se puede observar en la tabla 4, todos los aislamientos que presentaron 
policlonalidad eran de origen respiratorio y sólo uno de ellos, M. abscessus, fue clínicamente 
significativo. El número de clones detectados varía en un rango de entre 11 y 3, lo que 
equivale a una media de 7,14 clones/aislamiento. 
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Tabla 4. Características de los aislamientos que presentaron policlonalidad. 
AISLAMIENTO ESPECIE ORIGEN 
SIGNIFICADO 
CLÍNICO 
Nº 
CLONES 
FJD-12 M.fortuitum Respiratorio NO 3 
FJD-13 M.fortuitum Respiratorio NO 8 
FJD-14 M.fortuitum Respiratorio NO 8 
FJD-15 M.fortuitum Respiratorio NO 8 
FJD-17 M.mucogenicum Respiratorio NO 6 
HVH-9 M.abscessus Respiratorio SI 6 
HCZ-6 M.fortuitum Respiratorio NO 11 
 
A la hora de ampliar el análisis de los datos, se agruparon las especies en base a su 
patogenicidad en humanos como grupo abscessus-chelonae (M. abscessus y M. chelonae) y 
grupo fortuitum (M. fortuitum y M. mucogenicum). Siguiendo esta división en dos grupos, el 
grupo abscessus-chelonae tuvo una incidencia de policlonalidad del 4,76% mientras que el 
grupo fortuitum presentó una incidencia del 46,15%. La diferencia de aparición de 
aislamientos policlonales entre ambos grupos resultó ser estadísticamente significativa (P=  
0,007, Test exacto de Fisher). 
Si relacionamos el fenómeno de policlonalidad con el significado clínico de los 
aislamientos, nos encontramos con que un solo aislamiento policlonal resultó tener 
significado clínico, mientras que, de los 27 aislamientos en los que sólo se detectó un clon, 
22 fueron responsables del cuadro clínico del paciente. Por lo tanto el 95,6% de los casos 
clínicamente significativos se corresponden con aislamientos monoclonales. Mediante el 
análisis estadístico a través de la prueba del test exacto de Fisher, se determinó que la 
diferencia de significado clínico entre los aislamientos mono y policlonales es 
estadísticamente significativa (P= 0,002).  
 
Resultados 
51 
 
4.3 ESTUDIO DE LA  SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA 
MEDIANTE EL MÉTODO DE MICRODILUCIÓN EN CALDO  
La sensibilidad, mediante el método de microdilución en caldo, fue estudiada para cada uno 
de los 34 aislamientos que forman parte de este estudio. La tabla 5 muestra las CMIs de los 
6 antimicrobianos ensayados frente a cada uno de los aislamientos monoclonales, mientras 
que en la tabla 6 se muestra la sensibilidad, a estos mismos agentes, de cada clon que se 
detectó en aquellos aislamientos que resultaron ser policlonales.  
Comenzando con los datos obtenidos en el estudio de sensibilidad de las cepas 
monoclonales, se observaron los siguientes porcentajes de resistencia: el 11% fueron 
resistentes a amikacina, el 7,4% a cefoxitina, 25,9% ciprofloxacino, 11% a claritromicina y 
77,8% a doxiciclina. No hubo ninguna cepa resistente a linezolid. Además de estas 
resistencias, un gran número de aislamientos presentaron valores intermedios frente a los 
antimicrobianos, así pues el 59,3% de las cepas presentaron valores de CMI intermedios 
para la cefoxitina, el 33,3% para el ciprofloxacino, el 3,7% para la claritromicina, el 7,4% 
para la doxiciclina y el 11% para el linezolid. Basándonos en estos datos, se puede señalar 
que la amikacina, claritromicina y linezolid fueron los antimicrobianos más efectivos contra 
los aislamientos de MCR monoclonales, con los siguientes porcentajes de sensibilidad  
respectivamente 89%, 85% y 89%. 
En cuanto a los siete aislamientos policlonales, se consideró que existía diferencia en la 
sensibilidad entre los clones cuando la CMI era diferente entre ellos en dos o más 
diluciones. Siguiendo este criterio, cuatro de los siete aislamientos policlonales mostraron 
diferencias en su sensibilidad. Las diferencias se detectaron en un incremento de resistencia 
frente al antibiótico testado en  al menos uno de los clones y en un máximo de tres. Una de 
las cepas, la HCZ-6, fue el único caso en el que todos los clones fueron resistentes para un 
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antimicrobiano, la doxiciclina, excepto uno de sus clones que resulto ser sensible con una 
CMI < 0,25 µ/ml. Estas diferencias aparecieron en todos los agentes estudiados excepto en 
el caso del linezolid donde todos los clones resultaron ser sensibles. Estudiando los 50 
clones como aislamientos en sí mismos el porcentaje de resistencias a amikacina fue del 
4%, a ciprofloxacino del 4%, a la claritromicina del 6% y a la doxiciclina del 80%. En el 
caso de la cefoxitina no se detectaron valores de CMI clasificados como resistentes pero sin 
embargo el 54% de los clones presentaron una sensibilidad intermedia.  
Si comparamos las distribución de sensibilidades entre los aislamientos monoclonales y los 
policlonales, y a efectos prácticos los datos de sensibilidades intermedias las incluimos 
dentro de las resistentes, la diferencia de sensibilidad a ciprofloxacino entre ambos grupos 
resulta ser estadísticamente significativa (P= 0,039, Test exacto de Fisher). Por lo tanto el 
grupo de aislamientos monoclonales presenta una menor sensibilidad frente a 
ciprofloxacino que el grupo de los aislamientos policlonales y esta diferencia de 
sensibilidades es significativa.  
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Tabla 5. Valores de sensibilidad in vitro expresados en CMI (µg/ml) frente a diferentes antimicrobianos de los aislamientos monoclonales. 
AISLAMIENTO ESPECIE AMIKACINA CEFOXITINA CIPROFLOXACINO CLARITROMICINA DOXICICLINA LINEZOLID 
FJD-1 M.abscessus <1 16 1 0,25 32 8 
FJD-2 M.abscessus 4 32 4 < 0,06 < 0,25 16 
FJD-3 M.abscessus 4 64 4 < 0,06 > 32 4 
FJD-4 M.abscessus 4 16 2 0,25 > 32 16 
FJD-5 M.abscessus 4 64 4 0,125 > 32 4 
FJD-6 M.abscessus 4 32 4 <0.06 > 32 16 
FJD-7 M.abscessus 4 64 4 < 0.06 > 32 4 
FJD-8 M.abscessus 2 8 0,5 < 0,06 32 < 2 
HUVM-1 M.abscessus 2 32 2 < 0.0.6 > 32 4 
HVH-1 M.abscessus 4 8 2 0,25 16 4 
HVH-2 M.abscessus 2 16 2 < 0.06 > 32 8 
HVH-3 M.abscessus 2 32 2 < 0.06 > 32 < 2 
HVH-4 M.abscessus <1 4 2 < 0,06 > 32 < 2 
HVH-5 M.abscessus 2 32 2 < 0.06 32 8 
HVH-6 M.abscessus > 128 32 2 0,125 1 4 
HVH-7 M.abscessus > 128 32 8 < 0,06 > 32 8 
HVH-8 M.abscessus 8 64 4 < 0,06 > 32 4 
HULP-1 M.abscessus > 128 32 0,5 64 4 < 2 
FJD-9 M.chelonae 16 > 256 2 < 0.06 > 32 4 
HCZ-1 M.chelonae 8 > 256 1 < 0.06 > 32 4 
FJD-10 M.fortuitum < 1 32 < 0.125 4 > 32 < 2 
FJD-11 M.fortuitum 16 32 < 0.125 64 32 8 
HCZ-2 M.fortuitum 2 16 < 0.125 2 8 <2 
HCZ-3 M.fortuitum 4 16 < 0.125 32 4 < 2 
HCZ-4 M.fortuitum < 1 32 < 0.125 2 > 32 < 2 
HCZ-5 M.fortuitum < 1 32 < 0.125 2 < 0.25 < 2 
FJD-16 M.mucogenicum < 1 16 0,25 < 0.06 < 0.25 < 2 
 
*Interpretación de las CMI según puntos de corte descritos por el CLSI: Sensible, Intermedio y Resistente. 
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Tabla 6. Valores de sensibilidad in vitro expresados en CMI (µg/ml) frente a diferentes antimicrobianos de cada clon identificado dentro de los aislamientos 
policlonales. 
AISLAMIENTO CLON AMIKACINA CEFOXITINA CIPROFLOXACINO CLARITROMICINA DOXICICLINA LINEZOLID 
HVH-9 1 > 128 16 32 < 0,06 > 32 < 2 
M. abscessus 2 4 16 32 < 0,06 > 32 < 2 
 3 8 16 0,5 < 0,06 1 < 2 
 4 8 16 0,5 < 0,06 1 < 2 
 5 8 16 0,5 < 0,06 1 < 2 
  6 > 128 16 1 < 0,06 32 4 
FJD-12 1 < 1 32 < 0,125 1 > 32 4 
M. fortuitum 2 < 1 32 < 0,125 2 32 4 
  3 < 1 32 < 0,125 2 32 4 
FJD-13 1 < 1 32 < 0,125 2 8 <2 
M. fortuitum 2 < 1 32 < 0,125 2 8 <2 
 3 < 1 32 < 0,125 2 8 <2 
 4 < 1 32 < 0,125 4 8 <2 
 5 < 1 32 < 0,125 2 8 <2 
 6 < 1 32 < 0,125 4 8 <2 
 7 < 1 32 < 0,125 2 8 <2 
  8 < 1 32 < 0,125 2 8 <2 
FJD-14 1 < 1 16 < 0,125 0,5 16 <2 
M. fortuitum 2 < 1 32 < 0,125 1 16 <2 
 3 < 1 16 < 0,125 0,5 8 <2 
 4 < 1 16 < 0,125 1 16 <2 
 5 < 1 32 < 0,125 0,5 16 <2 
 6 < 1 16 < 0,125 0,5 16 <2 
 7 < 1 16 < 0,125 1 16 <2 
  8 < 1 16 < 0,125 0,5 16 <2 
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FJD-15 1 < 1 16 < 0,125 8 32 <2 
M. fortuitum 2 < 1 16 < 0,125 8 32 <2 
 3 < 1 16 < 0,125 8 32 <2 
 4 < 1 8 < 0,125 1 32 <2 
 5 < 1 16 < 0,125 1 32 <2 
 6 < 1 8 < 0,125 1 32 <2 
 7 < 1 16 < 0,125 2 32 <2 
  8 < 1 16 < 0,125 1 32 <2 
HCZ-6 1 < 1 32 < 0,125 2 16 4 
M. fortuitum 2 < 1 32 < 0,125 2 16 4 
 3 < 1 32 < 0,125 2 16 4 
 4 < 1 32 < 0,125 2 16 4 
 5 < 1 32 < 0,125 2 16 4 
 6 < 1 32 < 0,125 2 16 4 
 7 < 1 32 < 0,125 2 16 <2 
 8 < 1 32 < 0,125 2 16 4 
 9 < 1 32 < 0,125 2 < 0,25 4 
 10 < 1 32 < 0,125 2 32 4 
  11 < 1 32 < 0,125 2 16 4 
FJD-17 1 < 1 8 0,25 < 0,06 < 0,25 < 2 
M. mucogenicum 2 < 1 32 < 0,125  0,25 < 0,25 4   
 3 < 1 8 0,25 < 0,06 < 0,25 < 2 
 4 < 1 32 < 0,125 0,5 < 0,25 4   
 5 < 1 32 < 0,125 0,5 < 0,25 4   
  6 < 1 8 0,25 < 0,06 < 0,25 < 2 
        
 
*Interpretación de las CMI según puntos de corte descritos por el CLSI: Sensible, Intermedio y Resistente.
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4.4 CARACTERÍSTICAS FENOTÍPICAS 
 
Dentro de las características fenotípicas se estudió, para cada clon, la velocidad de 
crecimiento, así como la morfología de la colonia para determinar el fenotipo liso o rugoso 
de las mismas. 
Comenzando con el análisis de la velocidad de crecimiento, el grupo de aislamientos 
monoclonales presentó un resultado de entre 3 y 7 días para las colonias de M. abscessus 
(entre los aislamientos FJD-1 y HLP-1 ambos incluidos) y de entre 4 y 6 días para las 
colonias de M. fortuitum (aislamientos incluidos entre FJD-10 y HCZ-5). Sin embargo, las 
cepas de M. chelonae y M. mucogenicum mostraron una velocidad de crecimiento homogénea 
de 4 días. Por otro lado la velocidad de crecimiento no siguió ningún patrón en cuanto a los 
diferentes clones pertenecientes a los 7 aislamientos policlonales. En todos los aislamientos 
policlonales se observó variabilidad en la velocidad de crecimiento entre los distintos clones 
de un mismo aislamiento, no pudiéndose establecer ninguna relación.  
En el segundo estudio para establecer las características fenotípicas, las diferentes colonias 
se clasificaron en dos grupos lisas o rugosas según la morfología de la colonia tanto a 
simple vista como microscópicamente. 
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Figura 10. Cepa HULP-1, M. abscessus morfología rugosa. 10A: vista macroscópica en placa de 
Middlebrook 7H10; 10B: vista al microscopio 10X. 
 
 
 
Figura 11. Cepa FJD-16, M. mucogenicum morfología rugosa. 11A: vista macroscópica en placa de 
Middlebrook 7H10; 11B: vista al microscopio 10X. 
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Dentro de los aislamientos monoclonales hubo tres casos en los que la morfología de la 
colonia a simple vista se clasificó como lisa y sin embargo la visualización con el 
microscopio determinó que se trataba de cepas rugosas (FJD-1, FJD-9 y HCZ-5). 
Basándonos únicamente en los datos microscópicos, el 67,6% de los aislamientos 
presentaron morfología rugosa de los cuales un 61% pertenecía al grupo abscessus-
chelonae y un 39% al grupo fortuitum. Un 29,4% de los aislamientos presentó morfología 
lisa, de los cuales un 70% de los aislamientos correspondían al grupo abscessus-chelonae y 
un 30% al grupo fortuitum. Basándonos en estos porcentajes vemos que la morfología de 
la colonia parece ser independiente del grupo al que pertenecen los aislamientos y a su vez 
de la especie de MCR. Si relacionamos la morfología de la colonia con el hecho de que el 
aislamiento presente o no el fenómeno de policlonalidad, comprobamos que no existe una 
relación estadísticamente significativa que pueda asociar la policlonalidad con una 
morfología determinada (P= 0,64, Test exacto de Fisher). 
Un suceso interesante es la aparición de morfología mixta, tanto macroscópicamente como 
microscópicamente, en uno de los aislamientos policlonales (FJD-17). Este aislamiento se 
corresponde con una cepa de M. mucogenicum y presentó para tres de sus clones morfología 
lisa mientras que los otros tres mostraron colonias con morfología rugosa. 
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Tabla 8. Características fenotípicas de los aislamientos monoclonales. 
 
AISLAMIENTO 
VELOCIDAD DE 
CRECIMIENTO 
(días) 
MORFOLOGÍA 
MACROSCÓPICA 
MORFOLOGÍA 
MICROSCÓPICA 
FJD-1 5 L R 
FJD-2 6 R R 
FJD-3 3 R R 
FJD-4 4 R R 
FJD-5 3 R R 
FJD-6 7 L L 
FJD-7 4 R R 
FJD-8 3 R R 
HUVM-1 3 R R 
HVH-1 6 L L 
HVH-2 7 L L 
HVH-3 3 R R 
HVH-4 5 L L 
HVH-5 5 L L 
HVH-6 5 L L 
HVH-7 5 L L 
HVH-8 3 R R 
HULP-1 5 R R 
FJD-9 4 L R 
HCZ-1 4 R R 
FJD-10 4 R R 
FJD-11 6 R R 
HCZ-2 6 L L 
HCZ-3 5 R R 
HCZ-4 4 R R 
HCZ-5 4 L R 
FJD-16 4 L L 
*L= morfología lisa; R= morfología rugosa. 
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Tabla 9. Características fenotípicas de los diferentes clones identificados en los aislamientos policlonales. 
 
*L= morfología lisa; R= morfología rugosa.  
AISLAMIENTO CLON 
 
VELOCIDAD DE 
CRECIMIENTO 
(días) 
MORFOLOGÍA 
MACROSCÓPICA 
MORFOLOGÍA 
MICROSCÓPICA AISLAMIENTO CLON 
VELOCIDAD DE 
CRECIMIENTO 
(días) 
MORFOLOGÍA 
MACROSCÓPICA 
MORFOLOGÍA 
MICROSCÓPICA 
HVH-9 1 4 R R FJD-15 1 5 R R 
 2 5 R R  2 7 R R 
 3 5 R R  3 7 R R 
 4 4 R R  4 6 R R 
 5 5 R R  5 5 R R 
 6 5 R R  6 4 R R 
FJD-12 1 3 R R  7 5 R R 
 2 5 R R  8 5 R R 
 3 3 R R HCZ-6 1 6 R R 
FJD-13 1 5 L L  2 5 R R 
 2 6 L L  3 3 R R 
 3 3 L L  4 3 R R 
 4 3 L L  5 3 R R 
 5 6 L L  6 4 R R 
 6 3 L L  7 3 R R 
 7 6 L L  8 4 R R 
 8 3 L L  9 5 R R 
FJD-14 1 5 R R  10 6 R R 
 2 4 R R  11 7 R R 
 3 5 R R FJD-17 1 7 L L 
 4 3 R R  2 4 R R 
 5 4 R R  3 6 L L 
 6 6 R R  4 3 R R 
 7 7 R R  5 6 R R 
 8 7 R R  6 6 L L 
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4.5 DETECCIÓN DE GENES DE LAS METILASAS erm 
 
La determinación de la presencia de genes erm se llevo a cabo mediante la utilización de los 
cebadores CME-1Y y CME-2 descritos para dicha familia de genes. La presencia de estos 
genes se evidencia cuando aparece un producto de amplificación de 175 pb para lo cual se 
utilizó un marcador de peso molecular. Esta detección se llevo a cabo en todos los 
aislamientos monoclonales así como en los 50 clones detectados entre los 7 aislamientos 
policlonales.  
A continuación en la Figura 11, podemos observar la detección de genes erm en los 
diferentes clones de los aislamientos HCZ-6 y FJD-15 ambos identificados como M. 
fortuitum. Se observa que en todos los clones del aislamiento FJD-15 aparece la banda 
correspondiente a los genes erm (175pb) mientras que ninguno de los clones del aislamiento 
HCZ-6 presenta dicha banda. 
 
Figura 12. Fotografía de la electroforesis en gel de agarosa de la detección del gen erm  en los 
aislamientos HCZ-6 y FJD-15. 
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De entre los aislamientos monoclonales sólo 7 presentaron la banda de amplificación 
correspondiente a genes erm, lo que supone un 25,9% de las cepas. Los seis aislamientos 
monoclonales de la especie M. fortuitum fueron positivos para la detección de dichos genes. 
Por otro lado, la presencia de genes erm solo se detectó en un aislamiento de M. abscessus 
(5,5%). Si relacionamos la presencia de dichos genes con los puntos de corte sugeridos por 
el CLSI para la claritromicina, de los siete aislamientos positivos tres de ellos presentaban 
valores de CMI considerados resistentes para la claritromicina (HULP-1, HCZ-3 y FJD-
11), uno presentó un valor intermedio (FJD-10) y los otros tres resultaron ser sensibles a 
dicho antibiótico (HCZ-2, HCZ-4 Y HCZ-5). La presencia de estos genes en el grupo de 
aislamientos monoclonales se relaciona claramente con la resistencia a claritromicina 
(P=0,0019, Test exacto de Fisher) ya que ninguno de los aislamientos que no presentaban 
estos genes tenían valores de CMI para la claritromicina resistentes. 
En el grupo de aislamientos policlonales, no hubo mucha variabilidad entre clones 
exceptuando el caso de la cepa FJD-17, M. mucogenicum, en el que tres de sus clones (2, 4 y 
5) fueron positivos en la detección de genes erm a pesar de que todos los clones 
presentaron un valor de CMI sensible para la claritromicina, si bien es cierto que los tres 
clones con genes erm tenían valor de CMI un poco mayores dentro de la sensibilidad. De 
los otros seis aislamientos, en cuatro de ellos se detecto la presencia de estos genes (FJD-
12, FJD-13, FDJ-14 y FJD-15) todos ellos pertenecientes a la especie M. fortuitum. En este 
grupo, en cuanto a la relación con los valores de CMI para la claritromicina, observamos 
que a pesar de la presencia de estos genes la resistencia a claritromicina es mínima ya que 
sólo fueron resistentes tres de los ocho clones de la cepa FJD-15 con unos valores de CMI 
de 8 µg/ml.  
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4.6 ESTUDIO DE LA CAPACIDAD INVASIVA EN EL MODELO 
DE MICROCOLONIAS EN FIBROBLASTOS HUMANOS COMO 
FACTOR DE PATOGENICIDAD 
La capacidad de invasión de fibroblastos humanos fue estudiada para los 77 clones, 27 
aislamientos monoclonales y los 50 clones detectados en los 7 aislamientos policlonales. La 
medición de los diámetros de las colonias se llevo a cabo en las fotografías tomadas 
trascurridas 96h de incubación. Así pues se obtuvieron unos valores de entre 61,057 px y 
809,711 px (ancho), y 88,544 px y 942,117 px (largo) para las cepas monoclonales, y de 
entre 123,548 px y 551,144 px (ancho) y 134,164 px y 629,679 px (largo) para los diferentes 
clones de los aislamientos que resultaron ser policlonales. Después se calculó la relación 
Largo/Ancho para cada una de las colonias medidas con el objeto de conocer su tendencia 
a la elongación, considerándose la colonia redonda cuando la relación es 1 y la presencia de 
tendencia a la elongación se cuando la relación resultaba mayor a 1,2 (Figuras 11 y 12). Esta 
relación varió entre 1,000 y 1,880 entre las cepas monoclonales y entre 1,000 y 1,571 entre 
las cepas policlonales.   
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Figura 13. Aspecto de las microcolonias alargadas en fibroblastos.13A y 13B: colonias alargadas de 
M. abscessus cepas FJD-3 y HVH-2 respectivamente. 13C: colonia alargada de M. fortuitum, cepa 
HCZ-5. 13D: colonia alargada de M. mucogenicum, capa FJD-16. 
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Figura 14. Aspecto de las microcolonias redondeadas en fibroblastos. 14A y 14B: colonias 
redondeadas de M. abscessus cepas HVH-5 y FJD-7 respectivamente. 14C y 14D: colonias 
redondeadas de M. fortuitum cepas HCZ-3 y FJD-13 respectivamente. 
 
Dentro de los aislamientos monoclonales, 15 de ellos presentaron colonias con una 
relación Largo/Ancho > 1,2, el 73,3% fueron cepas de M. abscessus. Dichos aislamientos se 
recogen en la Tabla 10. 
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Tabla 10. Aislamientos monoclonales con relación largo/ancho > a 1,2. 
AISLAMIENTO ESPECIE Largo/Ancho 
FJD-1 M.abscessus 1,633 
FJD-3 M.abscessus 1,809 
FJD-4 M.abscessus 1,367 
FJD-5 M.abscessus 1,266 
FJD-6 M.abscessus 1,653 
FJD-8 M.abscessus 1,561 
FJD-9 M.chelonae 1,7 
FJD-16 M.mucogenicum 1,88 
HCZ-2 M.fortuitum 1,231 
HCZ-5 M.fortuitum 1,831 
HUVM-1 M.abscessus 1,493 
HVH-1 M.abscessus 1,238 
HVH-2 M.abscessus 1,53 
HVH-3 M.abscessus 1,805 
HVH-6 M.abscessus 1,227 
 
En cuanto a los aislamientos policlonales únicamente uno de ellos mostró tendencia a la 
elongación en todos sus clones. Se trata del aislamiento HVH-9 cuyas proporciones entre el 
largo y el ancho de las colonias variaron entre 1,216 y 1,571. Por otro lado, seis de los once 
clones de la cepa HCZ-6 (clon 4, 5, 8, 9, 10 y 11) con una relación Largo/Ancho de entre 
1,324 y 1,499. 
Con el objetivo de conocer la posible asociación entre la capacidad de invasión celular y la 
patogenicidad de los aislamientos (entendida como existencia de significación clínica), se 
realizó el test exacto de Fisher obteniéndose una P=0,029, lo que reafirma la capacidad 
invasiva como factor de patogenicidad. Por otro lado, también resultó estadísticamente 
significativa (P=0,038, Test exacto de Fisher) la relación de esta capacidad invasiva con el 
grupo abscessus-chelonae. Sin embargo, al intentar emparejarlo con la policlonalidad no se 
obtuvo relación alguna (P=0,09). 
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4.7 ESTUDIO DE LA CAPACIDAD DE DESARROLLAR 
BIOPELÍCULAS COMO FACTOR DE PATOGENICIDAD 
Se analizó la capacidad de desarrollar biopelículas de los 27 aislamientos monoclonales 
incluidos en el estudio así como de los 50 clones diferenciados en los 7 aislamientos 
policlonales. Del total de 77 clones que fueron sometidos al ensayo, el 49,35% (38 clones) 
fueron capaces de formar una biopelícula en las condiciones propuestas en el experimento 
mientras que el 50,65% (39 clones), prácticamente la mitad, no fueron capaces de 
desarrollarla. Si realizamos la misma valoración por aislamientos, dividiendo los 
aislamientos policlonales en dos grupos (aquellos en los que ningún clon forma biopelícula 
y aquellos en los que alguno de sus clones si posee esta capacidad), los resultado son muy 
similares, el  47,05% (16 aislamientos) presentaban la capacidad de formar biopelícula 
mientras que el 52,95% (18 aislamientos) no lo lograron. 
 
Figura 15. Desarrollo de una biopelícula de M. fortuitum (cepa HCZ-3). 
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Si comparamos estos datos, para todos los aislamientos, con otros parámetros definidos 
anteriormente encontramos que la capacidad de desarrollar biopelículas se relaciona con el 
fenómeno de la policlonalidad (P= 0,0348) así como con el hecho de pertenecer al grupo 
fortuitum (P=0,00108). Estas premisas hacen que la ausencia de esta capacidad de formar 
biopelículas se relacione en nuestro estudio con el significado clínico de los aislamientos 
(P=0,00919).   
Realizando un análisis descriptivo de los datos (Tablas 11 y 12), sólo hubo un aislamiento 
policlonal en el que ninguno de los clones fue capaz de formar biopelícula, se trata del 
aislamiento FJD-12, una cepa de M. fortuitum aislada de una muestra respiratoria. Cabe 
destacar el caso de los dos aislamientos de M. chelonae  (FJD-9 y HCZ-1) ambos reúnen tres 
características importantes, son clínicamente significativos y tienen la capacidad de formar 
biopelículas así como la capacidad de invasión celular. Sólo dos de los diecinueve 
aislamientos de M. abscessus reunían también estas tres características siendo además 
monoclonales y de origen respiratorio (FJD-5 Y HVH-3). 
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Tabla 11. Aislamientos monoclonales: capacidad invasiva y capacidad de desarrollar 
biopelículas. 
 
 
 
CEPA ESPECIE 
CAPACIDAD 
INVASIVA 
CAPACIDAD DE DESARROLLAR 
BIOPELÍCULAS 
FJD-1 M. abscessus SI NO 
FJD-2 M. abscessus NO NO 
FJD-3 M. abscessus SI NO 
FJD-4 M. abscessus SI NO 
FJD-5 M. abscessus SI SI 
FJD-6 M. abscessus SI NO 
FJD-7 M. abscessus NO NO 
FJD-8 M. abscessus SI NO 
HUVM-1 M. abscessus SI NO 
HVH-1 M. abscessus SI NO 
HVH-2 M. abscessus SI NO 
HVH-3 M. abscessus SI SI 
HVH-4 M. abscessus NO NO 
HVH-5 M. abscessus NO NO 
HVH-6 M. abscessus SI NO 
HVH-7 M. abscessus NO NO 
HVH-8 M. abscessus NO NO 
HULP-1 M. abscessus NO NO 
FJD-9 M. chelonae SI SI 
HCZ-1 M. chelonae NO SI 
FJD-10 M. fortuitum NO SI 
FJD-11 M. fortuitum NO SI 
HCZ-2 M. fortuitum SI SI 
HCZ-3 M. fortuitum NO SI 
HCZ-4 M. fortuitum NO SI 
HCZ-5 M. fortuitum SI SI 
FJD-16 M. mucogenicum SI NO 
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Tabla 12. Aislamientos policlonales: capacidad invasiva y capacidad de desarrollar biopelículas. 
AISLAMIENTO CLON 
CAPACIDAD 
INVASIVA 
CAPACIDAD DE 
DESARROLLAR 
BIOPELÍCULAS 
AISLAMIENTO CLON 
CAPACIDAD 
INVASIVA 
CAPACIDAD DE 
DESARROLLAR 
BIOPELÍCULAS 
HVH-9 1 SI SI FJD-15 1 NO NO 
 
2 SI SI 
 
2 NO NO 
 
3 SI NO 
 
3 NO NO 
 
4 SI SI 
 
4 NO SI 
 
5 SI NO 
 
5 NO SI 
 
6 SI NO 
 
6 NO NO 
FJD-12 1 NO NO 
 
7 NO NO 
 
2 NO NO 
 
8 NO SI 
 
3 NO NO HCZ-6 1 NO SI 
FJD-13 1 NO SI 
 
2 NO NO 
 
2 NO SI 
 
3 NO NO 
 
3 NO SI 
 
4 NO SI 
 
4 NO NO 
 
5 NO SI 
 
5 NO SI 
 
6 NO SI 
 
6 NO SI 
 
7 NO SI 
 
7 NO SI 
 
8 NO SI 
 
8 NO SI 
 
9 NO SI 
FJD-14 1 NO NO 
 
10 NO NO 
 
2 NO SI 
 
11 NO SI 
 
3 NO SI FJD-17 1 NO SI 
 
4 NO NO 
 
2 NO NO 
 
5 NO SI 
 
3 NO SI 
 
6 NO NO 
 
4 NO NO 
 
7 NO NO 
 
5 NO NO 
 
8 NO SI 
 
6 NO SI 
  
 
 
 
5. DISCUSIÓN 
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5.1 SIGNIFICADO CLÍNICO DE LAS DISTINTAS ESPECIES Y 
SU RELACIÓN CON LA POLICLONALIDAD 
Las micobacterias de crecimiento rápido pueden causar una amplia variedad de 
enfermedades en humanos, tal y como se recoge en la literatura científica (173-178). 
Siguiendo esta línea, la serie de MCR que se incluyen en nuestro estudio abarca diversos 
cuadros clínicos, desde infecciones respiratorias hasta conjuntivitis pasando por infecciones 
de piel y partes blandas, así como un caso de artritis. Sin embargo, es de destacar que 
predominan claramente las infecciones respiratorias producidas por M. abscessus. En 
relación a este claro predominio sobre las otras especies, es importante señalar que M. 
abscessus es un patógeno emergente responsable de infecciones pulmonares, con mayor 
frecuencia en pacientes con patologías de base tales como fibrosis quística, bronquiectasias, 
y enfermedad pulmonar crónica obstructiva (179-180), y también esta descrito en pacientes 
sin la situación pulmonar comprometida (181). En pacientes con fibrosis quística, puede 
llegar a representar la mitad de las infecciones causadas por MNT y hasta el 95% de 
aquellas que son causadas por MCR (182). Por otro lado puede conducir a una rápida 
disminución de la función respiratoria y recaídas en pacientes sometidos a trasplante de 
órganos (183-184). Dejando a un lado la patología pulmonar, esta MCR es también 
responsable de infecciones extrapulmonares relacionadas principalmente con 
procedimientos quirúrgicos y cosméticos (185). 
Basándonos en los resultados obtenidos en nuestra experiencia, y como ha sido publicado 
recientemente (186), podemos afirmar que existe una clara relación entre el hecho de que 
los aislamientos que resultaban ser monoclonales eran a su vez aquellos en los que la MCR 
aislada era la responsable de un cuadro clínico infeccioso. Esta relación podría explicarse si 
se considera que existe una selección natural de la cepa más virulenta, tras lo cual se 
desarrollaría la enfermedad. Al contrario de lo que sucedería en una situación de 
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policlonalidad y que como demuestran los datos obtenidos en la gran mayoría de los casos 
los aislamientos no presentan significado clínico y se corresponden más bien con hallazgos 
casuales debidos a situaciones de colonización o contaminación. Es más, esta relación va 
mucho más allá ya que la monoclonalidad del aislamiento se relaciona con especies con 
mayor potencial patogénico y que pertenecen al grupo que hemos denominado abscessus-
chelonae, mientras que los aislamientos policlonales pertenecen al grupo fortuitum, menos 
agresivo y más ampliamente relacionado con estados de colonización (187-188). 
 
5.2 EPIDEMIOLOGÍA DE LAS INFECCIONES POR MCR: 
FORMA DE ADQUISICIÓN Y LA IMPLICACIÓN DE LA 
PRESENCIA DE UNO O VARIOS CLONES 
A pesar de las nuevas líneas de investigación que han surgido en los últimos tiempos y que 
apoyan la existencia de la trasmisión entre personas (189-190), hoy por hoy sigue vigente la 
idea de que las infecciones producidas por MCR surgen a partir de fuentes de infección 
ambientales. Si asumimos que la fuente de infección es ambiental (191-193) y que en la 
naturaleza podríamos encontrar una mezcla de varios clones diferentes de la misma especie, 
cabría esperar que estos mismos clones estén presentes en los primeros estadios de 
colonización. Después de este primer contacto podrían ocurrir dos situaciones. Por un 
lado, en aquellos casos en los que las especies tengan un perfil patogénico, el clon más 
virulento podría sobreponerse a los demás aumentando su presencia por selección natural y 
finalmente acabar siendo el único causante de la infección. Esto implicaría que, en las 
muestras obtenidas de estos pacientes, cabría esperar el aislamiento de un único clon y por 
tanto se trataría de aislamientos clínicamente significativos monoclonales, tal y como 
aparece en este estudio. Por otro lado, cuando las especies son menos patogénicas, la 
mezcla ambiental de los clones de dichas especies podría coexistir y diseminarse 
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conjuntamente, lo que llevaría a aislar en las muestras clínicas de estos pacientes diferentes 
clones de la misma especie de MCR, lo que se traduce en aislamientos policlonales sin 
significado clínico.  
Recientes investigaciones en pacientes con fibrosis quística sugieren la posibilidad de 
transmisión persona-persona (14, 194). Este hecho apoyaría aun más la hipótesis de 
selección del clon más virulento siendo este el único que se trasmitiría a otro hospedador 
no proviniendo directamente del medio ambiente. En la población que abarca nuestro 
estudio sólo encontramos un caso de fibrosis quística (HULP-1), se trata de una infección 
causada por una cepa rugosa de M. abscessus que presentó un comportamiento monoclonal. 
En un estudio llevado a cabo en 1993 en pacientes con SIDA se describió la presencia de 
dos casos de bacteriemia en los que se detectó más de un clon del complejo Mycobacterium 
avium utilizando como técnica de estudio la PFGE (195). Los autores consideran que se 
subestima la frecuencia con la que se da este fenómeno debido a que, por la dificultad que 
conlleva trabajar con estos microorganismos, sólo se pudieron salvar 3 colonias intactas de 
los cultivos. Partiendo de la misma premisa en cuanto al origen medioambiental de las 
cepas, estos casos de bacteriemia policlonal podrían reflejar el desarrollo secuencial de una 
infección en el paciente con un sistema inmunológico seriamente comprometido. Por otro 
lado, en los pacientes en los que el sistema inmunológico se mantiene intacto, este lucharía 
contra la infección de manera que contribuiría a la selección del clon más “resistente”. 
Volviendo a los datos obtenidos tras la realización de este estudio, contamos con un 
aislamiento que aún siendo clínicamente significativo resulto presentar un comportamiento 
policlonal con 6 clones diferentes. Se trata de una infección respiratoria por M. abscessus 
pero se desconoce el estado inmunológico del paciente así como su situación basal.   
 
 
Discusión 
76 
 
5.3 EPIDEMIOLOGÍA MOLECULAR 
 
Los métodos de tipificación se pueden clasificar en dos grandes grupos: fenotípicos 
(basados en características fisiológicas o bioquímicas) y genotípicos (basados en el estudio 
del ADN). Los métodos fenotípicos son menos reproducibles y poseen menor poder de 
discriminación debido a que la expresión del carácter fenotípico es el resultado del genotipo 
con el ambiente y por tanto es susceptible de sufrir modificaciones. 
Hoy en día se dispone de varias técnicas de tipificación basadas en la PCR que pueden 
utilizarse como métodos preliminares para el estudio de la relación clonal entre 
microorganismos de una misma especie. La PFGE gracias a su excelente reproductibilidad 
y elevado poder de discriminación, es la técnica estándar de referencia para tipificar la 
mayoría de bacterias, hongos y parásitos con importancia clínica (196-197). A pesar de lo 
cual, las técnicas de tipificación basadas en PCR son ampliamente utilizadas ya que, por lo 
general, estas técnicas poseen un elevado poder discriminatorio, son menos laboriosas y 
más rápidas y flexibles que la PFGE y además permiten trabajar con un mayor número de 
muestras (57-58). Múltiples estudios han comparado esta técnica con las técnicas de 
tipificación basadas en PCR (198-202). En este sentido, las técnicas de PCR son útiles para 
diferenciar grupos de cepas no relacionadas clonalmente, pero son menos discriminativas 
que la PFGE para diferenciar subtipos entre cepas relacionadas clonalmente (203). Los 
principales problemas que presentan estas técnicas son metodológicos, relacionados con la 
inhibición de la PCR y la contaminación de las muestras durante el proceso de 
preamplificación.  Además algunas de ellas, tienen que ser validadas en cada laboratorio 
debido a su baja reproductibilidad, mientras que otras pueden requerir la utilización de un 
software adecuado para analizar los patrones de bandas de ADN que son complejos y 
difíciles de interpretar visualmente (204).  
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Centrándonos en las características que presentan las diferentes técnicas, destacar que las 
PCR que utilizan cebadores arbitrarios, entre las que se encuentra el RAPD, y aquellas que 
utilizan cebadores que hibridan secuencias de ADN repetidas (rep-PCR) son las técnicas 
más utilizadas para tipificar inicialmente bacterias y hongos por su rapidez y facilidad de 
realización (205-207).  
Dentro de las técnicas de PCR con aplicaciones en el campo de la epidemiología molecular, 
aparte de los métodos basados en cebadores arbitrarios que son los utilizados en este 
estudio, cabe destacar la rep-PCR, en la cual se utilizan cebadores que hibridan con 
secuencias de ADN repetidas o repetitivas (secuencias rep) y que se encuentran repartidas 
por el cromosoma de muchas enterobacterias y algunas bacterias grampositivas y hongos 
(208-209). Las secuencias repetitivas palindrómicas (secuencias REP) y las secuencias 
consenso repetitivas intragénicas de enterobacterias (secuencias ERIC) son algunas de las 
secuencias rep que más se han utilizado en estudios epidemiológicos de brotes infecciosos 
(210-212). El análisis del polimorfismo de la longitud de fragmentos amplificados (AFLP) 
está basado en la amplificación mediante PCR de fragmentos de restricción generados a 
partir de ADN cromosómico a los que previamente se les ha unido unos adaptadores que 
hibridan con cebadores específicos (213-214). Existen variaciones metodológicas de esta 
técnica pero, a pesar de todo, su laboriosidad y el elevado coste del quipo así como la 
obtención de patrones muy complejos relegan esta técnica fundamentalmente a centros de 
referencia. Finalmente, el aumento de la disponibilidad de secuencias de genoma completo 
de múltiples microorganismos aumenta la aplicación potencial de la comparación de 
genoma completo en el campo de la epidemiología a pesar de que sus aplicaciones se 
centran en el área de la filogenética y la taxonomía (215-218), actualmente está ganando 
terreno como herramienta de tipificación bacteriana en el campo de la epidemiología 
molecular (219-220). 
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Los problemas de reproductibilidad asociados a la técnica seleccionada  para llevar a cabo 
este estudio, RAPD, se minimizaron siguiendo las estrategias que se señalan en diferentes 
publicaciones y tratados (101-102). Por un lado las condiciones en las que se llevó a cabo la 
metodología estaban perfectamente estandarizadas siguiendo un protocolo preestablecido y 
anteriormente validado (172), el ADN objeto de estudio procedía en cada caso de una 
única colonia y antes de proceder a la comparación de los diferentes aislados se estandarizó 
la concentración de dicho ADN molde después de determinar la concentración que 
contenía cada muestra. Por otro lado, todas las colonias procedentes de un mismo 
aislamiento se amplificaron simultáneamente y se analizaron en un mismo gel lo que hizo 
posible la comparación entre patrones de bandas de ADN y por último se compararon tras 
utilizar tres cebadores diferentes, lo que aumentó la resolución de la técnica ya que se 
comparan varios patrones para una misma muestra. Esta técnica se considera óptima y muy 
útil como método inicial de tipificación para el estudio de la relación clonal entre aislados 
de una misma especie.  
 
5.4 IMPLICACIONES DEL ESTUDIO 
 
La presencia de policlonalidad en un aislamiento influye en su comportamiento así como 
en sus características fenotípicas, haciendo a cada clon único. A lo largo del estudio de 
diferentes factores de patogenicidad hemos podido comprobar que la presencia o ausencia 
de las mismos confiere una identidad propia a cada aislamiento que probablemente tenga 
una repercusión en la capacidad causar infección de cada cepa, la virulencia con la que se 
desarrollará dicha infección y la manera en la que se debe plantear la lucha contra la misma.  
El manejo de las infecciones por MCR requiere el uso de terapia antimicrobiana, la cual 
resulta diferente de aquella que se utiliza habitualmente para el tratamiento de la 
tuberculosis u otras micobacterias de crecimiento lento (221). Los estudios de sensibilidad  
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in vitro, han mostrado que existen diferentes patrones de sensibilidad dentro de las especies 
de este grupo. A pesar de estos patrones, hay una importante variabilidad entre cepas por lo 
que se recomienda el estudio de sensibilidad de los aislamientos significativos para poder 
establecer la mejor pauta terapéutica posible (17). Centrándonos en nuestra experiencia, las 
cepas monoclonales parecen mostrar una tendencia a presentar mayores valores de CMI 
para los antibióticos estudiados y por tanto resultan ser ligeramente más resistentes que los 
aislamientos policlonales. Esto una vez más puede estas relacionado con la mayor 
virulencia de los aislamientos monoclonales que podría verse aumentada por una mayor 
resistencia a los antimicrobianos. Cabe destacar el caso de ciprofloxacino, para el cual hay 
una clara tendencia, estadísticamente significativa, a la resistencia por parte de las cepas 
monoclonales. Este hecho encuentra justificación en que la mayoría de aislamientos 
monoclonales pertenecen al grupo abscessus-chelonae y hay que recordar que M. abscessus y 
M. chelonae muestran con frecuencia resistencia a las quinolonas (18, 222-223). A tener en 
cuenta también, que linezolid es el único fármaco frente al cual ninguno de los clones 
estudiados resulta resistente si bien es verdad que existen algunos casos de CMIs 
intermedias. Nuevos estudios sugieren considerar este antibiótico como parte de posibles 
terapias de combinación de próxima generación (224). Como se recomienda basar los 
tratamientos en estudios de sensibilidad individuales para cada aislamiento, y de acuerdo 
con nuestros resultados, deberían seleccionarse varias colonias para ser testadas, esto 
podría evitar falsos resultados que condujesen finalmente a potenciales fallos terapéuticos. 
Por otro lado, son bien conocidos los problemas que acarrea el tratamiento de las 
infecciones pulmonares por M. abscessus, en gran parte debido a su comportamiento 
refractario frente al tratamiento con antibióticos (225-226). Este microorganismo presenta 
múltiples mecanismos de resistencia innatos siendo una metilasa inducible codificada por el 
gen erm el más importante que se ha descrito hasta ahora (120, 123-124, 227). La presencia 
de este gen puede hacerles parecer sensibles a los macrólidos en las pruebas iniciales in vitro, 
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volviéndose resistentes después de la exposición a los mismos. Los malos resultados a la 
hora de erradicar M. abscessus una vez establecida la infección parecen deberse en gran 
medida a la expresión de estos genes (228). En nuestra experiencia, la presencia de genes 
erm es bastante inferior a lo que cabría esperar y se detectó en mayor medida en clones de la 
especie M. fortuitum. Como se ha señalado con anterioridad la detección de este gen hace 
esperar una resistencia in vivo al tratamiento con macrólidos a pesar de que en el estudio de 
sensibilidad la cepa se muestre como sensible, hecho que también está ampliamente 
descrito para M. fortuitum (123). 
Continuando con las características morfológicas de las colonias y como indica la literatura 
en el caso de M. abscessus, las colonias rugosas se han asociado mayoritariamente con casos 
de infecciones graves y persistentes (229), y este hecho se detecta más frecuentemente si los 
aislamientos son de origen respiratorio. En nuestra experiencia no hemos encontrado 
relación alguna entre la morfología de la colonia y el fenómeno de la policlonalidad. Es 
más, la morfología de la colonia no tiene poder estadístico a la hora de predecir la posible 
implicación clínica, como ya ha quedado recogido en estudios anteriores (230). La 
diferencia en cuanto a la velocidad de crecimiento, que no sigue ningún patrón concreto 
que pueda relacionarse con la especie o el grupo, por parte de los diferentes clones puede 
tener implicaciones prácticas a la hora de llevar a cabo el análisis microbiológico, ya que 
aquellos clones que crecen a mayor velocidad son más fáciles de localizar y dificultarían la 
detección que aquellos que necesitan más tiempo para crecer. 
A pesar de la importancia de estas bacterias como patógenos humanos, existen muy pocos 
estudios in vitro dedicados a describir los mecanismos específicos de patogenicidad (139, 
147). En este sentido, la capacidad de las micobacterias de penetrar y sobrevivir dentro de 
las células ha sido ampliamente estudiada, en especial en M. tuberculosis, pero también en 
otras especies de micobacterias (231-235). Algunos de estos estudios determinaron que la 
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presencia en los cultivos de microcolonias alargadas se relacionaba con un mayor potencial 
patogénico de la cepa, ya que esta disposición evidenciaba la capacidad de la bacteria para 
invadir las células. En cambio una morfología redondeada señala la ausencia de invasión 
celular (142-143). Sin embargo, en anteriores estudios se determinó que la capacidad 
invasiva estaba presente solamente en unas pocas cepas de micobacterias, y no se estableció 
como una característica esencial para que dichas cepas fuesen causa de enfermedad en 
humanos (144). A pesar de esto, en nuestra experiencia la capacidad invasiva se postula 
como un claro factor de patogenicidad que contribuye, junto con otros factores, a la 
virulencia de los clones que la poseen, tal y como indica su clara relación con el significado 
clínico de los aislamientos. Es más, el hecho de que el único aislamiento policlonal con 
significado clínico presente esta capacidad apoya esta afirmación.  
Hay que tener en cuenta que el que muchas de las infecciones causadas por MCR estén 
asociadas con la presencia de cuerpos extraños, como catéteres o prótesis (236-238), 
indicaría que la adherencia a estas superficies puede representar un papel esencial en el 
desarrollo de la enfermedad. Tras este proceso de adhesión ocurriría el consiguiente 
desarrollo de una biopelícula planteando serios problemas a la hora de erradicar dicha 
infección. La capacidad de desarrollar biopelículas por parte de estos microorganismos 
constituye por tanto un importante factor de patogenicidad. Sin embargo nuestro estudio, 
que no incluye ningún caso de infección relacionada con la presencia de un cuerpo extraño, 
sugiere que esta capacidad de formar biopelículas está más relacionada con los casos de 
colonización o contaminación que con aquellos en los que la micobacteria tiene una clara 
implicación en la patología. Dado que se presupone que la gran mayoría de los 
microorganismos son capaces de producir biopelículas (239-240), cabe puntualizar que las 
cepas estudiadas que no forman biopelículas quizás sí que son capaces de desarrollarlas en 
otras condiciones de temperatura, nutrientes, pH, etc. Por otro lado, existe una relación 
entre esta capacidad y el fenómeno de policlonalidad, es decir, los microorganismos que 
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procediendo de una fuente ambiental acaban ubicados en un espacio anatómico humano 
conservan la capacidad de formar biopelículas, cualidad que potencia la aparición de 
colonización. Nuestro estudio sugiere que, mientras que el grupo abscessus-chelonae se 
relaciona con la capacidad de invasión celular, el grupo fortuitum se relaciona con la 
capacidad de desarrollar biopelículas. A pesar de esta distribución, cuatro aislamientos 
reunían ambos factores de patogenicidad y fueron clínicamente significativos. Se desconoce 
el desenlace final de la infección, ni si el hecho de que estas cepas presentaran una mayor 
predisposición a la virulencia hizo la resolución de la infección más tortuosa. 
Actualmente se desconoce el alcance que puede tener el efecto de la policlonalidad en las 
infecciones causadas por las MCR. Serán necesarios más estudios en el futuro para 
dilucidar la exacta dimensión de este fenómeno. 
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1. La policlonalidad parece ser un hecho excepcional dentro de los aislamientos 
clínicamente significativos de MCR, pero es relativamente común en aquellos 
aislamientos que no tienen ninguna implicación clínica. 
2. Los aislamientos con implicación clínica directa están no sólo relacionados con la 
presencia de un único clon, sino que además, pertenecen a las especies M. abscessus y 
M. chelonae.   
3. En los aislamientos que carecen de significado clínico es posible, en gran medida, 
detectar más de un clon de la misma especie de micobacteria. Además se relacionan 
con especies pertenecientes al grupo fortuitum que, aunque es bien conocido su 
potencial patógeno, se relacionan en mayor medida con procesos de colonización o 
posibles contaminaciones. 
4. En este estudio se confirma que la técnica de epidemiología molecular basada en la 
reacción en cadena de la polimerasa RAPD, es útil en la identificación del 
fenómeno de policlonalidad dentro del grupo de las micobacterias de crecimiento 
rápido, siempre que se sigan estrictamente las condiciones indicadas. 
5. Dentro de los antibióticos testados, las cepas monoclonales presentan una mayor 
tasa de resistencia a ciprofloxacino y una tendencia a mostrar valores de CMI 
mayores a los antibióticos que el conjunto de los clones de los aislamientos 
policlonales. Esta mayor resistencia puede tener repercusión en el trascurso de la 
infección. 
6. El morfotipo de la colonia, así como la velocidad de crecimiento, no parecen tener 
relación alguna con el fenómeno de la policlonalidad. La capacidad invasiva se 
relaciona directamente con el significado clínico, así como con los aislamientos de 
cepas pertenecientes al grupo abscessus-chelonae. 
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7. El desarrollo de biopelículas, bajo las condiciones ambientales de este estudio, se 
relaciona en mayor medida con los aislamientos en los que se da el fenómeno de la 
policlonalidad.  
8. La capacidad de penetración intracelular en fibroblastos se asocia con el carácter 
patogénico de los aislamientos, entendido como la capacidad de causar infección, 
pero no con la presencia de policlonalidad. 
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1. INTRODUCTION 
 
Rapidly growing mycobacteria (RGM) are an ubiquitous group of environmental organisms 
that can be opportunistic pathogens (71-72, 128). According to the literature the most 
frequent pathogens are Mycobacterium abscessus, Mycobacterium chelonae and Mycobacterium 
forutuitum (124). These species are opportunistic pathogens that can cause a wide variety of 
infections, from pulmonary disease to skin infection or sepsis (37). Other RGM species are 
less frequently isolated and only in exceptional cases may be considered as the cause of 
infection (28). As they are considered environmental organisms that can be isolated from 
water and plumbing systems (31, 53), a standardized criteria based on international clinical 
guides is needed to establish the clinical significance of these isolations (13). 
Polyclonality has been defined as the presence of different genotypes from the same 
bacterial species in the same sample (94). There are some studies and mathematical models 
suggesting that the selection of several clones can occur under stressful conditions, such as 
antimicrobial therapy (95). Random amplified polymorphic DNA (RAPD) analysis has 
been used as a technique to determinate genotypic differences, sources of outbreaks and 
also to make epidemiological researches (96, 98-99).  There is a hypothesis, formulated in 
some studies, explaining that different genotypes of mycobacteria could correspond with 
their pathogenic phenotypes (103) . In this way the determination of the genotypes present 
in a patient could give important information about the evolution of the infections and 
how to manage it. The present of some clones could be a risk factor that needed to be 
studied in order to perform a proper evaluation of the patient (104).  
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2. OBJETIVES 
 
The aim of this study is to analyze the presence of polyclonality among strains of RGM 
isolated from clinical samples, and to establish its frequency, species distribution, relation 
with clinical significance and phenotypic differences between clones. 
Phenotypic characteristics such as colony morphology and growth rate, in vitro susceptibility 
to most frequently antibiotics used in the treatment of infections caused by these 
microorganisms, the ability to invade cells and the ability to develop biofilms, are studied in 
order to detect differences between clones and its possible relationship with polyclonality. 
 
3. MATERIALS AND METHODS 
 
Thirty-four clinical isolates (one isolate/patient) from five Spanish hospitals were studied. 
All hospitals processed the samples for mycobacterial culture using internationally 
standardized protocols (124). Identification of the isolates was performed by using a PCR-
hybridization method (GenoTypeMycobacterium CM/AS System, Hain Lifescience, 
Nehren,Germany). Up to 20 individual colonies were randomly selected from the original 
positive cultures and re-isolated onto Middlebrook 7H10 agar. Clinical significance of the 
isolates was established following international guidelines (13). RAPD analysis was 
performed based on the protocol described by Zhang et al. (172) and using three of the 
described primers (INS-2, IS986-FP and OPA-2). PuRe Taq Ready-to-go PCR beads 
(Amersham Biosciences,Chalfont St Giles, UK) were used. The amplification was 
conducted in a PTC-100 Peltier Thermal Cycler (MJ Research, St Bruno, QC, Canada) as 
follows: 40 cycles at 94°C for 1 min, 36°C for 1 min and at 72°C for 2 min. To avoid 
reproducibility problems, all colonies from the same isolate were analyzed together. We 
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compared patterns using Bioprofile BioGene Software (Vilber-Lourmat, Marne la Vallée, 
France). Difference among clones was established when two or more high-density bands 
were different in at least one of the three primers used. 
Next phenotypic studies were then performed with one strain from each clone: 
 Minimum inhibitory concentration was studied for amikacin, cefoxitin, 
ciprofloxacin, clarithromycin, doxycycline and linezolid following the standardized 
broth microdilution test (241). A difference between clones was considered if MIC 
was different in two or more dilutions. 
  Growth rate, defined as the day when the colony size reached a 1-mm diameter, 
and colony morphology (smooth or rough) were determinate by streaking 10 µl of a 
0.5 McFarland dilution on Middlebrook 7H10 plates and incubated at 30°C in 
normal atmosphere. 
 Presence of erm genes was analyzed using consensus primers and PCR protocol 
described by Nash et al. (120). The erm gene amplification product of 175bp was 
detected using Bioprofile BioGene Software (Vilber-Lourmat, Marne la Vallée, 
France).  
 Cell invasiveness was assessed by the fibroblast microcolony assay previously 
described by Esteban et al. (144). After four days, microcolonies of each clone were 
photographed using 10X objective. Maximum and minimum diameter was 
measured by Image J Launcher software (National Institute of Health, United 
States). Finally, the relationship between the maximum and minimum diameter was 
calculated for each clone. 
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 Biofilm development capacity was assessed following the procedure described by 
Esteban et al. (165) in 96 well microplates and incubated twelve days. Everyday a 
well of each clone was stained with fucsina and was photographed using 10X 
objective. Percentage of covered surface was evaluated by Image J Launcher 
software (National Institute of Health, United States).  
 
4. RESULTS 
 
From the 34 clinical isolations of RGM, species distribution was 19 M. abscessus, 2 M. 
chelonae, 11 M. fortuitum and 2 M. mucogenicum. There was 23 isolations with clinical 
significance (19 M. abscessus, 2 M. chelonae and 2 M. fortuitum). In 7 isolations from a 
respiratory source (20.6%) more than one clone could be detected by RAPD analysis. The 
mean number of clones was 7.14 clones /isolate (range 3-11). Polyclonality was detected in 
1 M. abscessus (5.6%), 5 M. fortuitum (45.45%) and 1 M. mucogenicum (50%) isolates. Species 
were grouped in abscessus-chelonae group (M. abscessus and M.chelonae) and fortuitum group 
(M. fortuitum and M. mucogenicum).  The abscessus-chelonae group had 4.76% polyclonal 
strains, while the fortuitum group had 46.15% (p 0.007, Fisher’s exact test). Ninety-six per 
cent of clinically significant isolates were found to be monoclonal (p 0.002, Fisher’s exact 
test). Only one of the polyclonal isolates (M. abscessus) had clinical relevance.  
Antimicrobial susceptibility testing showed the following percentages of resistance among 
monoclonal isolates: 11% for amikacin, 7.4% for cefoxitin, 25.9% for ciprofloxacin, 11% 
for clarithromycin, 77.8% for doxycycline and no resistances against linezolid. 
Antimicrobial susceptibility testing of polyclonal strains showed differences between clones 
in four isolates. These differences appeared in all of the antimicrobials except linezolid. 
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There was only one isolate where all but one of the clones was docycycline-resistant. 
Among polyclonal isolates, resistance was 4% for amikacin, 4% for ciprofloxacin, 6% for 
clarithromycin, 80% for doxycycline. There were no cefoxitin-resistant clones detected 
although 54% had intermediate susceptibility. Comparing the distribution of resistances 
between monoclonal and polyclonal isolates, the difference for ciprofloxacin was 
statistically significant (p 0.039, Fisher’s exact test) showing higher resistant levels 
monoclonal isolates. 
Growth rate was different in all of the polyclonal samples and varied widely between 3 and 
7 days. There was no relationship between species regarding this property. Rough colonies 
appeared in 67.6% of the clones (61% from the abscessus-chelonae group). Smooth 
colonies (29.4% of total) were mainly also from the abscessus-chelonae group (70%). One 
isolate showed mixed morphotypes.  
In 7 of the monoclonal samples erm genes were detected being 6 of them M. fortuitum. The 
relationship between the presence of erm genes and the resistance among clarithromycin 
was statistically significant (p 0.0019, Fisher’s exact test) in this group. This relationship 
does not occur in polyclonal samples, in which erm genes were detected in four of the seven 
isolates.  
Cell invasiveness was studied regarding the relationship between maximum and minimum 
diameter. When this ratio is one it means that the microcolony is round. Tendency to 
elongate and therefore invasiveness, was established when the ratio was more than 1.2. The 
relationship between the RGM’s ability to invade cells and the pathogenicity of isolates (p 
0.029, Fisher’s exact test), reaffirms invasive capacity as a pathogenicity factor. This ability 
was also linked with abscessus-chelonae group (p 0.038, Fisher’s exact test). 
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Almost half of the isolations studied developed biofilm under study conditions. This ability 
had a statistically significant association with polyclonality phenomenon (p 0.0348, Fisher’s 
exact test) and also with the fortuitum group (p 0.00919, Fisher’s exact test). 
 
5. DISCUSSION 
 
Results obtained in our experience suggest that there may be a tendency towards 
monoclonality in those species that are usually more pathogenic for humans (M. abscessus 
and M. fortuitum), and it seems to be associated with human diseases. Assuming that the 
main source of mycobacteria would be environmental (55), and that in nature a mix of 
different clones from the same species could be expected; we hypothesize that all of these 
clones appear in the first stages of colonization. Later, in some cases, a virulent clone, 
could prevail and finally infection develops. On the other hand, with potentially less 
pathogenic species, several clones could coexist without infection. Studies on the possibility 
of human transmission in cystic fibrosis patients (14) appear to support the previous 
hypothesis, because long colonization periods can allow pathogenic clone selection. 
Monoclonal samples show a tendency to antimicrobial resistance (high levels of MIC). In 
particular, ciprofloxacin showed a statistically significance tendency to resistance in 
monoclonal samples, which usually show resistance against quinolones (18). Because it is 
recommended to base treatments on individual susceptibility testing (112), according to our 
results, several colonies must be tested to avoid false results that could lead to therapeutic 
failures.  
Rough colonies have been associated with more severe and persistent cases of infection 
(229). However, we could not affirm that the presence of rough colonies is related to 
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clinical significance (230). In addition, growth rate does not follow any pattern that could 
be related to species or group. 
Cell invasiveness has been widely described especially for M. tuberculosis but also for other 
species of Mycobacteria (231, 235). In these studies, it has been determinate that the 
presence of lengthened microcolonies in cell cultures is related to high virulence of the 
strain. Nevertheless, round microcolonies show that there is no cell invasion. In our study, 
cell invasiveness seems to be an important pathogenic factor which contributes to virulence 
because of its relationship with clinical significance.     
Biofilm development capacity is an important pathogenic factor and its implication is 
higher in those infections related to strange objects as prosthesis or catheters (236, 238). 
On the contrary, our experience suggests that biofilm development is related to 
colonization or contamination cases. However, as most of bacteria are able to develop 
biofilms, we could imagine that under other environmental conditions, this RGM could 
form it. As there is a relationship between biofilm development and polyclonality, 
microorganisms from environmental sources that reach an anatomic cavity in human body 
preserve biofilm development capacity and start colonization state. 
 
6. CONCLUSION 
 
Polyclonality seems to be exceptional in clinical significant RGM, but is relatively common 
among non-signifiacnt isolates. Moreover, those isolates that were clinically significant, 
apart from being monoclonal, belongs to M. abscessus and M. chelonae species. On the other 
hand, polyclonal isolates belongs to fortuitum group species in which is well known its 
relationship with situations of colonization or the possibility of being a contamination. 
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This study supports that RPAD analysis is a good tool, under the same conditions 
described, to investigate the appearance of polyclonality in RGM group.Regarding 
antimicrobials tested, monoclonal isolates showed higher MIC values for ciprofloxacin and 
also a tendency for antimicrobial resistance in monoclonal isolates has been detected. This 
could have effects on the infection outcome. 
Growth rate and colony morphology had no relationship with polyclonality phenomenon. 
Nevertheless, cell invasiveness is directly related with clinical signification and abscessus-
chelonae group while biofilm development, under the study conditions, showed strongest 
relationship with polyclonality isolates.  
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RESEARCH NOTEPolyclonality among clinical strains of non-
pigmented rapidly growing mycobacteria:
phenotypic and genotypic differences and
their potential implicationsM. García-Pedrazuela1, J. M. Frutos2, M. C. Muñoz-Egea1,
F. Alcaide2,6, T. Tórtola3,6, A. Vitoria4,6, P. Cortés5 and
J. Esteban1,6
1) Department of Microbiology, IIS-Fundación Jiménez Díaz,
Madrid, 2) Department of Microbiology, Hospital Universitari de Bellvitge-
IDIBELL, Universitat de Barcelona, Hospitalet de Llobregat, 3) Department of
Microbiology, Hospital Vall D’Hebron, Barcelona, 4) Department of
Microbiology, Hospital Clinico de Zaragoza, Zaragoza, 5) Department of
Genetics and Microbiology, UAB, Bellaterra and 6) GEIM (Mycobacterial
Infections Study Group), SpainAbstractTo investigate the potential implications (especially the implications
in clinical significance and antimicrobial susceptibility) of
polyclonality among rapidly growing mycobacteria, we performed
random amplified polymorphic DNA analysis in 64 clinical
isolates of which the clinical significance was established.
Phenotypic characteristics (antimicrobial susceptibility test, colony
morphology and growth rate) of each clone were studied.
Polyclonality was detected in 13 of the isolates (20.3%). There
was a relationship between monoclonality and clinical significance
(p 0.0096). Monoclonal and polyclonal isolates showed different
behaviour in antimicrobial susceptibility. There was a strong
relationship between monoclonality and those species that are
more pathogenic for humans, and also with clinical significance of
the isolates.
Clinical Microbiology and Infection © 2014 European Society of
Clinical Microbiology and Infectious Diseases. Published by
Elsevier Ltd. All rights reserved.
Keywords: Genotypic, polyclonality, random amplified
polymorphic DNA, rapidly growing mycobacteria, susceptibility
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Editor: G. Antonelli
Article published online: XXXClinical Microbiology and Infection © 2014 European Society of ClinicCorresponding author: J. Esteban, Avda Reyes Católicos, 2, 28040
Madrid, Spain
E-mail: jestebanmoreno@gmail.comNon-pigmented rapidly growing mycobacteria are a ubiquitous
group of environmental organisms that can be opportunistic
pathogens [1–3]. Polyclonality has been defined as the presence
of different genotypes from the same bacterial species in the
same sample [4]. There are some studies suggesting that the
selection of several clones can occur under stressful conditions
[5], and a hypothesis explaining that different genotypes of
mycobacteria could correspond with their pathogenic role [6],
so the presence of polyclonality is a risk factor that needs to be
researched [7].
Sixty-four clinical isolates (one isolate/patient) from six
Spanish hospitals were studied. All hospitals processed the
samples for mycobacterial culture using internationally stan-
dardized protocols [8]. Identification of the isolates was per-
formed by using a PCR-hybridization method (GenoType
Mycobacterium CM/AS System, Hain Lifescience, Nehren,
Germany) or 16S rDNA sequencing. Up to 20 individual col-
onies were randomly picked from the original positive cultures
and re-isolated onto Middlebrook 7H10 agar. Clinical signifi-
cance of the isolates was established following international
guidelines [9]. Random amplified polymorphic DNA analysis was
performed by using the protocol described by Zhang et al. [10],
using three of the described primers (INS-2, IS986-FP and OPA-
2). PuRe Taq Ready-to-go PCR beads (Amersham Biosciences,
Chalfont St Giles, UK) were used. The amplification was con-
ducted in a PTC-100 Peltier Thermal Cycler (MJ Research, St
Bruno, QC, Canada) as follows: 40 cycles at 94°C for 1 min, 36°
C for 1 min and at 72°C for 2 min. To avoid reproducibility
problems, all colonies from the same isolate were analysed
together. We compared patterns using BIOPROFIL BIOGENE
Software (Vilber-Lourmat, Marne la Vallée, France). Difference
among clones was established when two or more high-density
bands were different in at least one of the three primers used.
Phenotypic studies were then performed with one strain from
each clone. Minimum inhibitory concentration was studied for
amikacin, cefoxitin, ciprofloxacin, clarithromycin, doxycycline
and linezolid following the standardized broth microdilution test
[11]. A difference between strains was considered if MIC was
different in two or more dilutions. Ten microlitres of a 0.5
McFarland dilution were streaked on Middlebrook 7H10 plates
and incubated at 30°C in normal atmosphere to define growthClin Microbiol Infect 2015; -: 1.e1–1.e4
al Microbiology and Infectious Diseases. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved
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Introduction: Nontuberculous mycobacteria (NTM) are becoming increasingly
important. A growing number of patients with underlying conditions that
make them prone to diseases caused by NTM. These diseases include the
appearance of new syndromes, such as mesotherapy and other cosmetic-
related infections, or diseases that affect patients who are being treated
with tumor necrosis factor.
Areas covered: A literature search has been performed for each mycobacte-
rium species. An introduction to the different aspects of the species and the
diseases is provided, along with a review of the current therapeutic options;
special emphasis is put on new research and discoveries.
Expert opinion: Recognition of the current role of NTM isolates remains the
key step in the management of NTM infections. After recognition, treatment
must be guided by attending to the isolated species, the specific syndromes,
clinical experience and -- for some species -- the results of in-vitro susceptibility
tests. Surgical therapy is also important for some species (Mycobacterium
ulcerans, Mycobacterium scrofulaceum) and for localized infections. The
treatment of uncommon species is not yet well defined and recent research
on resistance mechanisms has described their importance. The role of biofilms
is currently of special concern for various specific infections.
Keywords: management, mycobacteriosis, nontuberculous mycobacteria, therapy, treatment
Expert Opin. Pharmacother. (2012) 13(7):967-986
1. Introduction
In 1882, Robert Koch described the characteristics of a bacterium that was defined
as the cause of tuberculosis. Many new species have been described since this disco-
very and, in 1986, Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology recognized 54 species in
the genus Mycobacterium [1]. To date, 150 species have been recognized and many
others are awaiting classification [2]. This explosive increase in species is the result
of the development of genetic tools, which have facilitated a precise bacterial taxo-
nomy. In the last 4 years, 25 new species and 2 new subspecies have been recog-
nized, representing 16.7% of all the described mycobacterial species (Table 1) [2].
Despite the increasing number of species, some of the characteristics described
many years ago remain constant. With the exception of the type strain of the genus
(Mycobacterium tuberculosis), the members of the M. tuberculosis complex (MAC)
and Mycobacterium leprae, which are primary pathogens, all other mycobacteria
are environmental organisms [3] that are opportunistic pathogens in some cases
and nonpathogenic in others (Table 2) [4]. Many names have been proposed for
this group of species but none has been universally accepted. This review uses the
term ‘nontuberculous mycobacteria’ (NTM).
The importance of NTM has increased over recent decades and the pathogenic
role of many of these mycobacteria has been clearly defined. Nowadays, there is
10.1517/14656566.2012.677824 © 2012 Informa UK, Ltd. ISSN 1465-6566 967
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Mujer de 69 años de edad, no fuma-
dora y con antecedentes de infección respi-
ratoria recurrente asociada a fatiga y tos cró-
nica que acude, derivada de otro centro, al
servicio de Neumología. En la radiografía de
tórax se evidencia la presencia de infiltrados
pulmonares múltiples bilaterales con patrón
alveolo-intersticial, parcheados. Se realiza
una broncoscopia en la que se hallan secre-
ciones mucosas purulentas. Se remiten
muestras para citología y microbiología
(lavado bronquial y broncoalveolar). 
En la citología no se evidenció nin-
gún signo de malignidad, objetivándose
células de revestimiento sin alteraciones sig-
nificativas, cambios inespecíficos en macró-
fagos alveolares y leucocitos en cantidad
moderada. 
En la muestra de lavado bronquial
crece flora bacteriana saprofita habitual. En
los cultivos de micobacterias se aísla un
bacilo ácido-alcohol resistente no cromóge-
no y de crecimiento rápido. Al tratarse de una
especie potencialmente patógena se reco-
mienda el envío de nuevas muestras. El ais-
lamiento de este microorganismo en sucesi-
vas ocasiones hace que se considere el
agente causal de la infección. Se decide
hacer un estudio de sensibilidad a varios
antimicrobianos, y a la vista de los resulta-
dos se recomienda tratamiento con al menos
2 fármacos durante 12 meses. 
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CON LA COLABORACIÓN EDITORIAL DE:
¿Cuál es el agente causal más probable?1.
Dentro del grupo de micobacterias no
pigmentadas de crecimiento rápido, Mycobacte-
rium abscessus es la especie asociada más
comúnmente a infecciones pulmonares crónicas.
En este caso la edad avanzada, el hecho de ser
mujer, no fumadora y no presentar ningún factor
de riesgo asociado, junto con la presencia de
infiltrados bilaterales hacen que M. abscessus
sea el agente causal más probable dentro de
este grupo de organismos. Todo esto queda
afianzado al obtenerse persistentemente múlti-
ples cultivos positivos ya que se descarta la posi-
ble contaminación o colonización transitoria.  
¿Cuáles son las principales patologías asociadas a este microorga-
nismo?2.
M. abscessus suele causar infeccio-
nes pulmonares crónicas en pacientes con bron-
quiectasias, fibrosis quística o patología pulmo-
nar previa. También está presente en infecciones
de piel y partes blandas destacando la infección
de herida quirúrgica, material protésico, implan-
tes, lugares de inyección, catéteres y tatuajes
así como en la formación de abscesos. En oca-
siones es responsable de infecciones disemina-
das en pacientes inmunodeprimidos.  
Editado por:
El diagnóstico precoz de infección por micobacterias recae en
el examen microscópico de las muestras clínicas ya que es el procedi-
miento más rápido, barato y simple. Sin embargo, una tinción negativa
no descarta una posible infección micobacteriana subyacente, como
sucede en este caso.  
Ante cualquier sospecha de infección por micobacterias, ade-
más de una tinción ácido-alcohol resistente, se recomienda el cultivo de
micobacterias tanto en medios líquidos como en medios sólidos. Los
medios líquidos recuperan habitualmente un mayor número de mico-
bacterias con mayor rapidez que los sólidos (sistemas de detección
automática).
Para una precisa y rápida identificación a nivel de especie se
debe realizar una identificación genotípica (PRA, secuenciación del 16S
rADN, sistemas comerciales de PCR-hibridación), ya que los resultados
obtenidos con pruebas bioquímicas no permiten una adecuada caracte-
rización de la especie, dadas las similitudes existentes entre éstas y la
variabilidad de resultados que se obtienen con dichas pruebas.
¿Qué procedimientos llevarías a cabo para identificar esta especie?3.
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Las recomendaciones actuales están basadas en series de
casos no controlados y la experiencia individual. El tratamiento de M.
abscessus en las infecciones pulmonares está limitado por la compleji-
dad, el gasto y la toxicidad derivados de los prolongados tratamientos
intravenosos que incluyen amicacina e imipenem. La enfermedad es tra-
table pero la curación es difícil y en muchos casos sólo se consigue evi-
tar la progresión. El tratamiento de elección en este caso consiste en la
combinación de claritromicina o amicacina junto con cefoxitina y/o tige-
ciclina e imipenem. Como fármacos alternativos vía oral podría suminis-
trarse doxiciclina, fluoroquinolonas, azitromicina o linezolid. En todo
caso, la elección de los tratamientos debe basarse en la sensibilidad in
vitro individual de cada cepa obtenida mediante microdilución, dadas las
diferencias existentes entre ellas. El tratamiento puede prolongarse
hasta un año después de la negativización de los cultivos en los casos
con afectación pulmonar.
¿Cuál sería el tratamiento de elección en este caso?4.
La resistencia a fármacos debida a mutaciones producidas
durante el tratamiento antibiótico aparece con los que ejercen su activi-
dad sobre el ribosoma inhibiendo la síntesis proteica. Es el caso de los
antimicrobianos claritromicina y amicacina, que son utilizados en el tra-
tamiento de M. abscessus, especie que junto con M. chelonae única-
mente posee una copia cromosómica de ADN ribosomal (el resto de
especies de micobacterias de crecimiento rápido poseen dos). Es por
esto que siempre que sea posible no deben ser administrados en mono-
terapia a pesar de ser los más activos frente a dicho microorganismo.
¿Por qué se recomienda administrar un tratamiento combinado?5.
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DOI 10.1186/s12866-015-0359-yRESEARCH ARTICLE Open AccessEffect of ciprofloxacin in the ultrastructure and
development of biofilms formed by rapidly
growing mycobacteria
María-Carmen Muñoz-Egea1*, María García-Pedrazuela1, Ignacio Mahillo2 and Jaime Esteban1Abstract
Background: The aim of this study was to analyze the effect of ciprofloxacin at different times on the development
and behavior of intrinsic autofluorescence, covered area, thickness and cell viability in a biofilm formed by
non-pigmented rapidly growing mycobacteria (NPRGM).Confocal laser scanning microscopy and image analysis
were used to study the behavior of ciprofloxacin on biofilms.
Results: Thickness was the most affected parameter, although some species showed changes in other
parameters. At the same time, we also measured the minimum inhibitory concentration and the minimum
biofilm eradication concentration (MBEC). An increase in MBEC was observed in all the strains, M. peregrinum
being the species that presented the highest increase.
Conclusions: This study help us to understand better how mycobacterial biofims can be affected by ciprofloxacin.
Keywords: Mycobacteria, Biofilm, Antibiotic, CiprofloxacinBackground
It is now considered that bacteria can have two forms
during their growth and proliferation [1]: single inde-
pendent cells (planktonic cells), and sessile communities
of cells surrounded by an extracellular matrix (biofilms)
[2]. One of the most important characteristics of biofilm-
based infections is the development of a resistance to con-
ventional antimicrobial agents, and to host defenses, that
make difficult the management of these infections [3].
Several studies have demonstrated the ability of non-
pigmented rapidly growing mycobacteria (NPRGM) to
form biofilms [4], and their diminished susceptibility to
commonly used antibiotics [5]. Although it is generally
agreed that bacteria increases their resistance to antibi-
otics inside the biofilm, to the best of our knowledge
there are no reports about the effect of antibiotics on a
biofilm at different stages of development. This know-
ledge could be of importance, because it can allow devel-
oping new strategies for management of these diseases.* Correspondence: mcme86@gmail.com
1Department of Clinical Microbiology, IIS- Fundación Jiménez Díaz. Av. Reyes
Católicos 2, 28040 Madrid, Spain
Full list of author information is available at the end of the article
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unless otherwise stated.In this study, we analyze the effect of ciprofloxacin on
the growth and the structure of mycobacterial biofilms
during their development.
Material and methods
Mycobacterium abscessus DSM 44196, Mycobacterium
chelonae ATCC 19235, Mycobacterium fortuitum ATCC
6841, Mycobacterium mageritense ATCC 700351, Myco-
bacterium mucogenicum DSM 44124, Mycobacterium
peregrinum ATCC 14467, and Mycobacterium smegmatis
ATCC 607 were used in the experiments.
Biofilm development was analyzed at 24, 48, 72, and
96 h using hydrophobic uncoated sterile slide 2- by 4-well
plates (ibidy GmbH, Martinsried, Germany), as follows.
Mycobacterial colonies were resuspended in sterile phos-
phate buffered saline solution (PBS) (bioMérieux, France)
to achieve a cell density of 1.5 × 108 CFU/ml. Three hun-
dred microliters of this suspension was inoculated on each
well. Inoculated slides were incubated at 37°C in a 5%
CO2 atmosphere for 30 min. The suspension was then re-
moved, and the wells were washed once with PBS. All the
experiments were done in parallel with and without anti-
biotic. After bacterial inoculation, 300 μl of Middlebrook
7H9 broth (7H9) (BD, Estados Unidos) was added in eachntral. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative
ommons.org/licenses/by/4.0), which permits unrestricted use, distribution, and
iginal work is properly credited. The Creative Commons Public Domain
g/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article,
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Figura 1. Lesión vegetante blanquecina en la lengua.
en el análisis histológico una proliferación de células escamosas,
epidermis papilomatosa con paraqueratosis y ligera atipia celu-
lar. La tinción inmunohistoquímica resultó positiva para el VPH, lo
que confirmaba nuestra sospecha inicial. Se le realizó una analítica
de sangre general, que no mostró ningún dato de interés, y una
serología para VIH, que resultó negativa. El paciente fue sometido
a cirugía láser de dióxido de carbono, sin que mostrara signos de
recurrencia tras 3 an˜os de seguimiento.
La POF es una rara afectación de la cavidad oral y labios que
consiste en la formación de múltiples crecimientos verruciformes y
papilomatosos que confluyen formando placas y vegetaciones1. Se
presenta más  frecuentemente en varones de entre 60 y 70 an˜os. El
tabaco se muestra como el factor de mayor importancia, y algunos
estudios han demostrado que la costumbre de masticar tabaco se
relaciona con el proceso de forma significativa2. El consumo impor-
tante de alcohol, la mala higiene bucal, los traumatismos o irritantes
crónicos y/o las situaciones de inmunosupresión también se han
visto implicadas en su etiología3. Es considerada como una variante
de bajo grado de malignidad del carcinoma verrucoso de mucosa
oral, y los serotipos detectados han sido el 6, el 11 y el 16 del VPH1.
En ocasiones se desarrollan focos de carcinoma escamoso4, lo que
hace necesario una vigilancia estrecha y un tratamiento orientado
a la resolución completa5.
Con este caso se demuestra el amplio rango clínico de afectación
infecciosa cutáneo-mucosa provocada por el VPH y los diferentes
serotipos implicados.
Por tanto, las infecciones por el VPH, frecuentemente confun-
didas con infecciones fúngicas, deberían ser tenidas en mayor
consideración, sobre todo por el claro potencial de transformación
maligna que presentan.
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Sensibilidad in vitro de biopelículas de
micobacterias de crecimiento rápido frente a
diferentes antimicrobianos
In vitro susceptibility of rapidly growing mycobacteria biofilms
against different antimicrobials
Sr. Editor:
Las enfermedades causadas por micobacterias atípicas o no
tuberculosas, y especialmente por micobacterias de crecimiento
rápido (MCR), son un fenómeno cada vez más  extendido en todo el
mundo1,2.De entre los muchos factores que inciden en el aumento
de casos comunicados se incluyen la ubicuidad de dichos microor-
ganismos en el medio ambiente y la capacidad de los mismos para
formar biopelículas3,4. Dicha característica les hace ser especial-
mente resistentes a antibióticos comúnmente utilizados para tratar
infecciones micobacterianas en la práctica clínica actual (como son,
por ejemplo, amikacina, ciprofloxacino o claritromicina)5. Algunos
estudios estiman que la resistencia a antibióticos de las bacterias
que se encuentran formando parte de una biopelícula es unas 1.000-
1.500 veces mayor en comparación con las células planctónicas6,
aunque hay pocos estudios relacionados con dicha resistencia en
biopelículas formadas por MCR5,7,8.
El objetivo de este estudio es determinar la influencia de la for-
mación de biopelículas por MCR  en la sensibilidad frente a distintos
antimicrobianos mediante un sistema estandarizado. Para ello, se
estudiaron las cepas tipo Mycobacterium abscessus DSM 44196,
Mycobacterium chelonae ATCC 19235, Mycobacterium fortuitum
ATCC 6841, Mycobacterium mageritense ATCC 700351, Mycobac-
terium mucogenicum DSM 44124, Mycobacterium peregrinum ATCC
14467 y Mycobacterium smegmatis ATCC 607. Los antibióticos estu-
diados fueron amikacina (AN), claritromicina (CLR) y ciprofloxacino
(CIP) (Sigma, Alemania). Se estableció la concentración mínima
inhibitoria (CMI) de las cepas estudiadas mediante la técnica de
microdilución en caldo para MCR  de acuerdo con el protocolo
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Autofluorescence as a Tool for Structural Analysis of Biofilms Formed
by Nonpigmented Rapidly Growing Mycobacteria
María-Carmen Muñoz-Egea,a María García-Pedrazuela,a Ignacio Mahillo,b María Jesús García,c Jaime Estebana
Departments of Clinical Microbiologya and Epidemiology,b IIS-Fundación Jiménez Díaz, Madrid, Spain; Department of Preventive Medicine, Facultad de Medicina,
Universidad Autónoma, Madrid, Spainc
The structure of biofilms formed by seven nonpigmented rapidly growing mycobacteria, including saprophytes and opportunis-
tic species, was analyzed. Analysis included amount of covered surface, thickness, cell viability, and presence of intrinsic auto-
fluorescence at different times using confocal laser scanning microscopy and image analysis. Autofluorescence was detected in-
side and outside cells of all mycobacteria.
It is known that bacteria grow in nature by forming structuredand specialized communities of organisms embedded in a ma-
trix of extrapolymeric substance known as a biofilm (1). Biofilms
are also considered to be an important pathogenic factor formany
diseases, especially implant-related infections (2).
Nonpigmented rapidly growing mycobacteria (NPRGM) (3)
are usually considered contaminants or colonizers, although in
some patients they are the true cause of the disease (4, 5). The
source of human infection is usually the environment (6), with
drinking water distribution systems and hospital and household
plumbing being the mainly reported sources (4, 7). Findings of
recent studies suggest that the biofilm-developing capacity is a
property related to the involvement of these bacteria in human
pathogenicity (8) and in antimicrobial resistance (9, 10). In a pre-
vious report, we observed thatNPRGMwere able to formbiofilms
in vitro (5), with differences regarding the importance of biofilms
in the pathogenesis of human diseases (11). Other studies have
also showndifferences among strainswithin the same species (12).
Moreover, there are studies that relate the ability to form biofilms
with the presence of cording or rough colonies in the tested strains
(12–14).
Intrinsic autofluorescence, including the presence of autofluo-
rescence in the cyan range in Mycobacterium species (16), is a
characteristic that has been found previously in several microor-
ganisms (15). In this study, we aimed to analyze the structure of
mycobacterial biofilms, with a special focus on detection of auto-
fluorescence.
The strains used were Mycobacterium abscessus DSM 44196,
Mycobacterium chelonae ATCC 19235, Mycobacterium fortuitum
ATCC 6841,MycobacteriummageritenseATCC 700351,Mycobac-
terium mucogenicum DSM 44124, Mycobacterium peregrinum
ATCC 14467, andMycobacterium smegmatis ATCC 607.
Biofilm development was analyzed at 24, 48, 72, and 96 h using
hydrophobic uncoated sterile slide 2- by 4-well plates (ibidy
GmbH, Martinsried, Germany), as follows.
Mycobacterial colonies were resuspended in sterile phosphate-
buffered saline solution (PBS) to achieve a cell density of 1.5 108
CFU/ml. Three hundred microliters of this suspension was inoc-
ulated on each well. Inoculated slides were incubated at 37°C in a
5% CO2 atmosphere for 30 min. The suspension was then re-
moved, and the wells were washed once with PBS. Three hundred
microliters of Middlebrook 7H9 broth was then added to each
well, and the slides were placed on an orbital shaker (80 rpm) and
incubated at 37°C in normal atmosphere for 4 days. Slides were
examined, and the medium was changed daily. All the experi-
ments were performed in triplicate for each strain.
The slide wells were stained using Live/Dead BackLight stain
(Invitrogen, Eugene, OR) and Nile Red stain (Sigma-Aldrich Co.,
St. Louis, MO). Stains were performed according to the instruc-
tions provided by the manufacturer. More specifically, Live/Dead
BackLight staining was carried out as follows. A working solution
was prepared using the L7012 kit reagents. Three microliters of
component A and 3 l of component B were mixed with 1 ml of
sterile distilled water. The solution was mixed thoroughly, and 25
l of working solution was added to each well, followed by incu-
bation for 15min in the dark, and then the stain was removed and
the well was washed with sterile distilled water. After staining,
plates were analyzed using a Leica DM IRB confocal laser-scan-
ning microscope (Leica, Germany).
One set of wells was used per NPRGM species to study both au-
tofluorescence andNile Red stain, and the other was used to analyze
the proportion of live and deadmycobacteria. Allmaterialsmanaged
in the experiments emitted no autofluorescence.
The covered surface was studied by taking 24 microphoto-
graphs for each stain, bacterium, and time set. Photographs were
analyzed as previously described (5). The thickness of the biofilm
was measured in eight predefined points/well.
Linear mixed-effects models were used to evaluate the effect of
testing time and species on autofluorescence. This variable was
analyzed as the percentage of fluorescence related to the number
of bacterial cells detected with the Nile Red stain using the follow-
ing formulation: (% autofluorescence of covered surface/% Nile
Red covered surface)  100. Time was treated as a continuous
variable, and species was treated as a nominal factor. For interspe-
cies comparisons, M. abscessus was taken as a reference category.
Fitted models included fixed effects for species and time, random
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